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Untersuchung eines Konkrementes aus dem Labmagen 
einer Ziege. 
XII. Mitteilung zur Kenntnis der Gallensiuren. 
Von 


Martin Schenck. 
Mit 1 Tafel. 





(Aus der Physiologisch-chemischen Abteilung des Veterinar-physiologischen Instituts 
der Universitat Leipzig.) 


(Der Redaktion zugegangen am 10, Marz 1925.) 


Konkremente des Intestinaltraktus, die als Hauptbestandteil 
| freie, ungekuppelte Gallensiure enthalten, scheinen zu den 
}groBen Seltenheiten zu gehéren. In der ilteren Literatur 
sind Angaben dariiber nicht zu finden. K. A. H. Mérner und 
iJ. Sjéqvist sind wohl die ersten gewesen, die solche Steine 
‘untersucht haben.’) Es handelte sich um eine 34jahrige, an 
ichronischer, stenosierender Darmtuberkulose leidende Frau, bei 
_welcher im Jejunum 9 gréBbere ,nuBmandelgroBe* und 3—4 
kleinere Steine gefunden wurden. Die Untersuchung dieser 
| Konkremente ergab, daB sie zu °/, aus Choleinsiure bestanden, 
wihrend in geringer Menge freie fette Sauren, Cholesterin, 
|Bilirubin und Mineralstoffe zugegen waren. — Ein weiterer, 
jbeim Menschen gefundener Choleinsiurestein ist 1921 von 


_(H.S. Raper’) beschrieben worden. Der Stein war etwa 








iwalnuBgroB, hatte zu DarmverschluB gefiihrt und war aus dem 





1) Hygiea, Festband 1908. Teil 1, Nr. 19, zitiert nach Mérner, 
Diese Zs. Bd. 130, S. 31 (1928). 
) Biochem. Jl. Bd. 15, S. 49 (1921). 
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2 Martin Schenck, 


Jejunum durch Phillips operativ entfernt worden. Die 
chemische Untersuchung lieB als wesentlichsten Bestandteil | 


freie Choleinséure (72,5°/,) erkennen, auBerdem fanden sich 
Fettsiuren, Neutralfett und unverseifbare Bestandteile, sowie 
Nahrungsreste vor. — Ein dritter hierher gehériger Fall ist 


zwei Jahre spiter (1923) von Carl Th. Mérner’) mitgeteilt | 


worden. Hier handelte es sich um eine iltere Frau, die an 
diffuser Peritonitis, verursacht durch Darmstein mit Ileus“ 
-gestorben war. Eine im letzten Stadium der Erkrankung vor- 
genommene Operation férderte einen Enterolith von der GréBe 


eines Hiihnereies zutage. Die in Alkohol lésliche, etwa %/, | 
des Gesamtgewichts des Konkrements bildende organische | 


Substanz bestand aus Choleinséure, daneben waren in ganz 
unbedeutender Menge freie héhere Fettsiure, sowie Spuren 
von Cholesterin und Bilirubin zugegen. Der in Alkohol un- 
lésliche Rest des Steines enthielt in der Hauptsache amorphen, 
proteinreichen Detritus und mineralische Bestandteile, unter 
den letzteren Zink in merkwiirdig groBer Menge. — Auber 
den angefiihrten sind mir andere Falle von Steinbildung der 
genannten Art aus der Literatur nicht bekannt geworden. 
Erwihnt sei, daB man auch in Gallensteinen, deren 
Bildungsstitte also Gallenginge bzw. -blase sind, freie spezi- 
fische Gallensiuren aufgefunden hat. So konnten H. Fischer 
und P. Meyer?) in Rindergallensteinen die Anwesenheit von 
Choleinsiure und E. Salkowski*) in menschlichen Gallen- 
konkrementen die Gegenwart von Desoxycholsiure feststellen. 
Ferner sei darauf hingewiesen, daB in gewissen Bezoar- 
steinen bekanntlich (freie) Lithofellinsiure vorkommt. Diese 
Saure hat zwar manche Ahnlichkeiten mit den Gallensduren, 


ist aber nach den letzten Feststellungen Hans Fischers’) 
jedenfalls keine Gallensiure, sie stammt vielmehr wahrscheinlich | 


aus dem Futter der Tiere (vielleicht aus der siidamerikanischen 





1) Diese Zs. Bd. 180, S. 24 (1923). 
*) Diese Zs. Bd. 76, S. 95 (1911/12). 
%) Diese Zs. Bd. 98, S. 25, 281 (1916/17); Berl. Klin. Wochenschr. 
Ba, 54, S. 68 (1917). : 
*) Chem. Ber. Bd. 47, S. 2728 (1914); Bd. 49, S. 2418 (1916). 














chr. 





Untersuchung eines Konkrementes aus dem Labmagen einer Ziege. 3 


| Hilsenfrucht Prosopys). Die neben Lithofellinsiure in Bezoaren 
} aufgefundene Lithobilinséure’) ist zu wenig untersucht, um 


tiber ihre Natur und Herkunft Vermutungen zu hegen. 
Im folgenden soll ein weiterer Beitrag zur Kenntnis der 


| eingangs erwihnten, aus freien ungepaarten Gallensiuren be- 
| stehenden Intestinalkonkremente geliefert werden. Der von 


mir untersuchte Stein stammte aus dem Labmagen einer zwei- 


| jahrigen Ziege und befindet sich in der Sammlung des hiesigen 
| Veterinir-pathologischen Instituts (Dir.: Obermedizinalrat Prof. 
| Dr. E. Joest). Das Konkrement war bereits vor wenigen 
' Jahren zusammen mit einer anderen Steinbildung anorganischer 


Natur auf Veranlassung von Herrn Obermedizinalrat Joest 


von dem prakt. Tierarzt P. Schadowski in Dresden in einer 


Dissertation, die noch nicht gedruckt ist und mir leider auch 
im Manuskript nicht zuginglich war, beschrieben worden. 
Auf Grund einer qualitativen, in der Physiologisch-che- 
mischen Abteilung der damaligen Tierirztlichen Hochschule 
zu Dresden vorgenommenen Priifung war als Haupt- 
bestandteil des lLabmagensteins Lithofellinsiure vermutet 
worden. Herr Professor Scheunert hatte einen Teil des 
Materials zum Zwecke spiterer eingehender Untersuchung 
aufgehoben und stellte ihn mir in liebenswiirdiger Weise zur 
Verfigung. Bei der Priifung des Konkrements ging ich 
zunichst auch von der Annahme aus, daB es sich um Litho- 
fellinsiure als Hauptbestandteil handelte, indessen ergaben 
Elementaranalysen der isolierten und schon fast reinen Sub- 
stanz zu niedrige Wasserstofiwerte. Die erhaltenen Analysen- 
zahlen stimmten vielmehr auf Cholsiure. Lithofellinsiure 
C,,H,,0, und Cholsiure C,,H,,O, zeigen ja im Schmelzpunkt 
keine sehr groBe Differenz (fiir die erstere ist 199 bzw. 205 


| bis 206° angegeben worden, Cholsaure schmilzt bei 197—198%, 


im Kohlenstoffgehalt besteht gar kein Unterschied, dagegen 
enthalt Cholsiure weniger Wasserstoff als Lithofellinsiure 


| (C,,H,,0,: 70,58°/, C und 10,66, H; ©,,H,,0,: 70,54%/, C 





1) Roster, Gazz. chim. ital. Bd. 9, S. 462 (1879), zitiert nach 


| Abderhalden, Biochem. Handlexikon, Bd. 3, S. 822 (1911). 
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4 Martin Schenck, 


und 9,87°/, H). Die weitere Untersuchung ergab dann in der 
Tat, daB die Hauptmasse des Konkrementes aus Cholsdure | 


bestand (s. unten). 


Der Labmagenstein ist in dem Handbuch der speziellen | 
pathologischen Anatomie der Haustiere von Ernst Joest | 


(Berlin 1919), Bd. I, 8.351 abgebildet und beschrieben worden. 


Herrn Obermedizinalrat Prof. Dr. Joest und der Verlags- 


buchhandlung von Richard Schoetz, Berlin, bin ich fir die 


Erlaubnis zur Wiedergabe der Abbildung zu groBem Danke | 


verpflichtet (s. Tafel). Das Konkrement wird a. a. O. wie folgt 


beschrieben: ,,Der 160 g wiegende Stein stellt nach Form | 


und GréBe gewissermaBen einen Ausgu8 der Labmagenlichtung 
dar; er ist dementsprechend langgestreckt und leicht gekriimmt. 
Seine Lange betrigt etwa 16cm, seine gréBte Dicke 5 cm. 
Das eine Ende zeigt eine abgerundete Spitze, das andere 


erscheint mehr quer abgestutzt. Die Oberfliche des Kon- | 


krementes ist glatt und von graugelblicher Farbe. Stellen- 
weise zeigt es konzentrische Schichtung.“ Ich habe dem noch 
hinzuzufigen, daB auf der Schnittfliche schwarzbraun bis 
schwarzgriin gefarbte Zonen sichtbar waren, die indessen nicht 
konzentrisch mit der Schichtung verliefen. Ferner fand sich 
im Innern ein Kern, der aus Futterresten bestand, wie an der 
Anwesenheit von Pflanzenfasern und Stengelteilchen auf den 
ersten Blick zu sehen war. 

Nach verschiedenen Vorversuchen mit kleineren Substanz- 
mengen erwies sich das folgende Verfahren zur Aufarbeitung 
des Konkrements als zweckmiBig. Das feingepulverte Material 
(68 g) wurde wiederholt (6 mal) mit Aceton auf dem Dampfbad 
ausgekocht, bis nichts mehr in Lésung ging. Ungelist blieb 
ein braungefirbter Riickstand, der deutlich die pflanzlichen 
Reste erkennen lieB und lufttrocken 5,8 g wog = 8,5°/, des 
Ausgangsmaterials. Er war zum groBen Teil verbrennlich, 
eine krystallisierte organische Substanz lieB sich aus ihm 
aber nicht mehr herausholen. Die Asche des Riickstandes 
enthielt Spuren von Eisen, aber kein Zink (vgl. oben den 
von Carl Th. Mérner beschriebenen Choleinsiurestein). 







Die acetonischen Ausziige wurden der freiwilligen Ver- | 
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' Untersuchung eines Konkrementes aus dem Labmagen einer Ziege. 5 


} dunstung iiberlassen; die Verdunstungsriickstinde waren gréBten- 
\ teils krystallinisch, sie wurden vereinigt und in Ammoniak 
i gelést. Eine unbedeutende flockige Tribung wurde durch 
i Filtrieren beseitigt, das Filtrat fallte man mit HCl, léste die 
+ Fallung nochmals in verdiinntem Ammoniak und versetzte die 
* | Lésung mit iiberschiissiger Chlorbariumlésung. Der entstandene 
) Niederschlag (N) war nicht sehr reichlich und setzte sich nur 
' |} langsam zu Boden, er wurde abgesaugt und mit Wasser aus- 
i gewaschen. Filtrat F wurde, wie unten beschrieben, weiter 
i verarbeitet. 


Den Niederschlag N setzte ich mit Sodalisung auf dem 


|Dampfbad um und brachte das Gemisch heiB auf die Nutsche, 
‘Jim Filtrat entstand eine gallertige Ausscheidung und die 


Poren des Filters verstopften sich bald. Der Filterriickstand 


j wurde deshalb noch 2—3 mal mit Wasser und wenig Soda- 
lésung erhitzt, bis beim Filtrieren auf dem Filter nur Barium- 
jcarbonat zurtickblieb. Die vereinigten Filtrate behandelte 


man, ohne Riicksicht auf die gallertige Ausscheidung zu 


ij nehmen, nach dem Erkalten mit verdiinnter Salzsiure und die 


entstandene Fallung mit verdiinntem Ammoniak. Es trat nur 
teilweise Lésung ein; nach einigem Stehen wurde abgesaugt, 
das Filtrat mit HCl gefallt: Fallung C (Filterriickstand soll 
mit S bezeichnet werden). Die Fallung C wurde aus Alkohol 
umkrystallisiert, die erhaltene Krystallisation wog nach dem 
Trocknen bei 100° nur knapp 0,1 g und lieferte, im Schmelz- 
réhrchen erhitzt, bei 188—190° eine triibe Schmelze, bestand 
also wohl aus Choleinsiure (s. unten). Analysiert wurde diese 
Krystallisation nicht. Sie gab, wenige Minuten mit Hisessig 
gekocht, eine Lisung, aus der sich beim Erkalten Nadelchen 
ausschieden, die, abgesaugt, mit wenig Hisessig gewaschen, 
zwischen Filtrierpapier. scharf abgepreft und im Exsiccator 
einen Tag aufgehoben, bei 146—148° in eine ziahe, tribe 


iSchmelze sich verwandelten, demnach vermutlich aus Aceto- 


choleinsaéure (s. unten) bestanden. 

Der Filterriickstand S wog lufttrocken etwa 0,5 g, er 
wurde bei gewdhnlicher Temperatur mit Petrolither in einer 
Flasche kriaftig geschiittelt, wobei ein groBer Teil in Lésung 
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6 Martin Schenck, 


ging. Das Filtrat iiberlieB man der freiwilligen Verdunstung 
und krystallisierte den Verdunstungsriickstand aus wenig 
Alkohol um. Die schneeweiBe Krystallisation wurde im 
Exsiccator bei Zimmertemperatur getrocknet, sie schmolz 
unscharf bei etwa 64°. 

0,1097 g Subst. gaben 0,3068 g CO, und 0,1249 g H,0. 

Ber. fiir Stearinsiiure, C,,H,,0,: 175,98°/, C und 12,76°/, H. 

Palmitinsiiure C,,H;,0,: 74,93°/, C und 12,58°/, H. 

Gef. 76,27°/, C und 12,74°/, H. 

Die Substanz bestand somit im wesentlichen aus Stearin- 
siure, sie enthielt indessen eine kleine Menge Cholesterin, da 
die Salkowskische Probe positiv ausfiel, daher erklairt sich 
wohl auch der unscharfe und zu niedrige Schmelzpunkt 
(Schmelzpunkt der Stearinsiure 69,3°) und der etwas zu hohe 
Kohenstoffwert (Cholesterin, C,,H,,0: 83,86°/, C und 12,00°/, H). 

Das vom Petrolither nicht Geléste des Filterriickstandes S 
war grin gefirbt, die Gmelinsche Probe auf Gallenfarbstoff 
fiel nicht einwandfrei positiv aus. Es handelte sich also nicht 
um unveranderten Gallenfarbstoff. Es sei gleich hier erwihnt, 
daB auch in allen anderen bei der Aufarbeitung des Kon- 
krementes erhaltenen, mehr oder weniger griin oder braun 
gefarbten Fraktionen, ebenso wie im urspriinglichen Ausgangs- 
material unverinderter Gallenfarbstoff nicht mit Sicherheit. 
nachgewiesen werden konnte. Vermutlich lag iiberhaupt ein 
Gemenge von Farbstoffen, die zum Teil wohl aus der pflanz- 
lichen Nahrung stammten, vor, sie sind nicht weiter unter- 
sucht worden. 

Das Filtrat F (s. 8S. 5) wurde mit Salzsiure gefillt, die 
Fallung abgesaugt, mit Wasser gewaschen und auf Tontellern 
getrocknet, das lufttrockene Material in Aceton heiB geldst 
und die acetonische Lésung zur Krystallisation aufgestellt. Es 
schied sich eine gut krystallisierte Substanz in reichlicher 
Menge aus, durch weiteres Verdunsten der Mutterlauge bei 
Zimmertemperatur wurden noch weitere Krystalle erhalten. 
Die vereinigten Krystallisationen (K) machten, lufttrocken ge- 
wogen, etwa 80°/, des urspriinglichen Ausgangsmateriales aus. 
Die letzte Mutterlauge hinterlie8 nach vollstindigem Abdunsten - 
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des Acetons einen griingefirbten, gréBtenteils amorphen Riick- 
stand, der in verdiinnter Natronlauge gelést und mit Chlor- 
barium versetzt, noch eine geringfiigige Fallung lieferte, also 
anscheinend noch etwas Choleinsiure bzw. héhere Fettsiure 
enthielt. 

Die Krystallisation K léste ich in einer geraiumigen 
Flasche in Natronlauge, gab viel Ather zu und sauerte stark 
mit Salzsiure an. Durch kraftiges Schiitteln ging ein Teil der 
Fallung in den Ather. Vom ungelésten Riickstand (Fraktion R) 
wurden wiBrige und iAtherische Lésung durch Absaugen ge- 
trennt, die Lésungen dann im Schiitteltrichter voneinander 
geschieden. Zur Trennung der im Ather gelésten Siuren 
wandte ich die Methode der fraktionierten Ausschiittelung mit 
Natronlauge an.') Die atherische Lésung wurde deshalb zu- 
nichst mit 390 ccm n/10-NaOH kraftig geschiittelt und die 
abgelassene wiiBrige Schicht mit Salzsiure gefallt (Fraktion I). 
Bei Wiederholung der Operation mit iiberschiissiger n/10- 
Natronlauge, der noch etwas 10°/,ige NaOQH-Liésung zugesetzt 
worden war, entstand eine Art Emulsion, so da8 eine Trennung 
der Schichten sich nicht erreichen lieB. Daher wurde das 
Gemisch wieder mit Salzsiure angesiuert und durch weiteren 
Atherzusatz und starkes Schiitteln zwei Lisungen hergestellt, 
von denen die Atherische nach Abtrennung von der wiBrig- 
salzsauren der freiwilligen Verdunstung iiberlassen wurde. 
Der Verdunstungsriickstand wog lufttrocken knapp 4 g und 
wurde in einer Flasche mit verdiinnter Natronlauge zusammen- 
gebracht, wobei keine klare bzw. keine vollstandige Lisung 
eintrat. Nach Zugabe von Petrolither und Salzsiure und 
kriftigem Schiitteln trennte ich das Ungeléste von den Lésungen 
durch Absaugen und nahm den Filterriickstand in Natron- 
lauge auf. Es léste sich alles, wenn auch zu einer stark 
getriibten Fiissigkeit auf. | Durch Erwirmen auf dem 
Dampfbad und Filtrieren nach dem Erkalten lieB sich die 
Triibung gréBtenteils beseitigen, worauf die alkalische Lésung 
mit Salzsiure gefallt wurde (Fraktion I[I,a). Die Petroliather- 


2) Vgl. Heinrich Wieland u. Gustav oe Diese Zs. 
Bd. 140, S. 192 (1924). 
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schicht wurde von der wiBrig-sauren, im Schiitteltrichter getrennt 
und der freiwilligen Verdunstung iiberlassen (Fraktion IJ, b). 

Fraktion II, a léste sich in verdiinntem Ammoniak nicht 
ganz klar auf; nach dem Filtrieren war die Lésung noch 
schwach opalisierend, sie gab mit tiberschiissiger 10°/,iger 
Chlorbariumlésung eine helle, harzige, an den Wandungen des 
GefiBes und am Glasstab haftende Fallung, teils auch eine 
diffuse milchige Triibung. Nach eintagigem Stehen war der 
Niederschlag filtrierbar geworden, er wurde abgesaugt, ge- 
waschen, mit Sodalésung auf dem Dampfbad umgesetzt und 
das Filtrat vom Bariumcarbonat mit Salzsiure gefallt. Die 
lufttrockene Fallung krystallisierte ich zweimal aus Alkohol 
um, das Praparat schmolz danach bei 188—191°, Es wurde 
vermutet, daB es sich im wesentlichen um Choleinsaure handelte 
(Schmelzpunkt der natiirlich vorkommenden Choleinsiure nach 
Wieland and Sorge’): 186—187%),. 


0,1082 g Subst. (bei 120° getrocknet) gaben 0,2761 g CO, und 


0,0955 g H,O. 
Gef. 72,97°/, C und 10,35 °/, H. 


Wegen des zu hohen Schmelzpunktes und des zu niedrigen 
Kohlenstoffwertes wurde der Rest der Substanz mitsamt den 
bei freiwilliger Verdunstung der beiden alkoholischen Mutter- 
laugen hinterbleibenden Riicksténden nochmals in der eben 
beschriebenen Weise iiber das Bariumsalz gereinigt. Die 
Bariumfallung war wieder zunichst harzig-klebrig, um spiter 
fest zu werden. Das aus dem Filtrat vom Bariumcarbonat 
mit Salzsiure ausgefaillte und: aus Alkohol umkrystallisierte 
Material schmolz bei 188—190° und lieferte bei der Analyse 
fast die gleichen Werte wie oben: 

0,1023 g Subst. (bei 120° getrocknet) gaben 0,2788 g CO, und 
0,0956 g H,O. 

Ber. fiir Stearin—Choleinsiure, (C,,H,,0,), + C,.H,.0,: 
73,63 °/, C und 10,48 °, H. 
Palmitin-Choleinsiiure, (C,,H,,0,), + C,,.H;,0,: 
73,58 °/, C und 10,45°/, H. 
Desoxycholsiure: 173,41 °/, C und 10,27°/, H. 
Gef. 12,99 %/, C und 10,45, H. 


1) Diese Zs. Bd. 97, S. 18 (1916). 
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Es lag demnach keine reine Choleinsiure vor, tatsiichlich 
war auch der Fettsiuregehalt des Priparates sehr viel niedriger, 
als der Choleinsiure entspricht (s. unten). Der Rest des analy- 
sierten Kérpers wurde nun mit dem Trockenriickstand der 
alkoholischen Mutterlauge vereinigt und mit etwa der finf- 
fachen Menge Eisessig 5 Minuten lang gekocht. Die beim 
Stehen der Lisung sich allmahlich ausscheidende Krystallisation 
wurde am niachsten Tage abgesaugt und mit EHisessig ge- 
waschen (Filtrat + Wascheisessig s. unten), Nach scharfem 
Abpressen der Krystalle zwischen Filtrierpapier und finf- 
tigigem*) Stehen im Exsiccator schmolzen sie bei 142—144° 
zu einer klaren, von feinen Blaschen durchsetzten Fliissigkeit. 
Wieland und Sorge (a. a. O., S. 21) fanden als Schmelzpunkt 
der Essigsiure—Choleinsiure 145°, Mérner?) gibt ihn etwas 
niedriger an: 142, 143 bzw. 140°. Die Analyse des 5 Tage 
im Exsiccator tiber H,SO, aufbewahrten Kérpers lieferte 
Zahlen, die hinreichend auf Acetocholeinsiure stimmten: 


0,1129 g Subst. gaben 0,2839 g CO, und 0,0997 g H,O. 
Ber. fiir C,,H,.O, + C,H,O,: 68,97°/, C und 9,80°/, H. 
Gef. — 68,58 °/, C und 9,88 °/, H. 

Bestimmung der spezifischen Drehung an der in gleicher 
Weise wie zur Analyse vorbehandelten Substanz: Konz. (in 
Alkohol) 1,9948°/,; Rohrlange 2dm; abgeles. Winkel + 2,08° 
-[alb> = + 52,14% Wieland und Sorge (a, a. O., 8.22) fanden 
fir das spezifische Drehungsvermégen der Eisessig—Choleinsaiure 
+ 53° — Um ganz sicher zu gehen, wurde eine Probe von 
notorischer Acetocholeinsiure nochmals aus Eisessig umkry- 
stallisiert und in der gleichen Weise wie das Steinpriparat 
behandelt, der Schmelzpunkt lag ebenfalls bei 142—144°, 
auch der Mischschmelzpunkt war der gleiche. 

Von Moérner (a.a.0., Bd. 188, 8S. 177) ist angegeben 
worden, daB die Acetocholeinsiure beim Aufbewahren im ge- 
wohnlichen Exsiccator nicht bestiindig ist, sondern dauernd 
langsam Essigsiure abgibt. Ich kann dies bestitigen, sowohl 





1) Diese Zs. Bd. 138, S. 188 (1924). 
*) Diese Zs. Bd. 130, S. 28 (1923); Bd. 138, §. 179 (1924). 
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10 Martin Schenck, 


das Praparat aus dem Konkrement, als auch die Lisessig- 
verbindung anderer Provenienz nahmen bei laingerem Stehen 
im Exsiccator tiber H,SO, fortwihrend an Gewicht ab. Es 
wurde deshalb auch die von Mérner angegebene Vorschrift 
eingehalten, daB fir die Analyse usw. die Dauer der Auf- 
bewahrung im Exsiccator 5 Tage nicht iiberstieg. Nach 
Mérner kann man annehmen, daB dann die anhaftende 
Mutterlaugenessigsiure abgegeben worden ist, wihrend bei 
Uberschreitung dieser Zeitgrenze der molekulare Zerfall der 
Acetocholeinsiure beginnt. 

SchlieBlich habe ich noch aus dem Steinpriparat die 
charakteristische Xylolcholeinsiure dargestellt. Die zur Be- 
stimmung der spezifischen Drehung verwandte Substanzmenge 
wurde nach freiwilliger Verdunstung des Alkohols mit iber- 
schiissigem Xylol einige Zeit am Riickflu8kibler gekocht. Nach 
dem Erkalten wurde das Reaktionsprodukt abgesaugt, mit 
etwas Xylol gewaschen, zwischen Filtrierpapier scharf abgepreBt 
und bei gelinder Warme getrocknet. Es war geruchlos und 
wurde in relativ viel Alkohol heiB gelést. Die alkoholische 
Liésung zeigte einen deutlichen Geruch nach Xylol, beim Stehen 
schieden sich aus ihr nur ganz allmihlich weiBe, krystallinische, 
an den Wandungen haftende Krusten ab. Als der Alkohol 
gréBtenteils verdunstet war, wurde die weibe Masse abgesaugt, 
mit ganz wenig Alkohol gewaschen und an der Luft getrocknet. 
Am niachsten Tage trat bei der Schmelzpunktsbestimmung 
schon bei etwa 100° Aufschiumen ein, die Substanz blieb aber 
ziemlich undurchsichtig und gab erst bei etwa 170° eine klare 
Schmelze. Das Material wurde nun vorsichtig bei 110° einige 
Zeit getrocknet, wobei es zusammenbackte, aber farblos blieb. 
Nach dem Zerreiben schmolz der Kérper bei 172°, entsprechend 
dem Schmelzpunkt reiner Desoxychols’ure. Durch die Be- 
handlung mit der verhiltnismiBig groBen Alkoholmenge war offen- 
bar eine Zerlegung der Xylolcholeinsiure in ihre Komponenten 
eingetreten, woftir deutlich der Geruch der Lisung nach Xylol 
sprach, und die alkoholhaltige Desoxycholsiure hatte sich aus- 
geschieden; beim Trocknen gab sie den Alkohol ab und ging 
in reine Desoxycholsaure iiber. DaB iiberhaupt beim Kochen 





renee 
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der Acetocholeinséure mit Xylol die Xylolverbindung entstanden 
war, ergab sich aus folgendem. An den oberen Teilen des 
Rundkélbchens hatte sich ein Teil des Reaktionsproduktes in 
Gestalt eines feinen, weiBen, fest anhaftenden, krystallinischen 
Uberzugs ausgeschieden. Nach Zertriimmerung des Kélbchens 
wurde diese Masse abgeschabt und, nach Trocknen bei gelinder 
Wirme, zur Schmelzpunktsbestimmung verwandt. Der Schmelz- 
punkt lag ziemlich scharf bei 181° (nach vorhergehendem 
Sintern), Wieland und Sorge') geben als Schmelzpunkt der 
Xylolcholeinsiure 183° (Sintern gegen 170°) an, Mérner?) 
fand ihn bei 181°. 

Um einen Anhalt zur Beurteilung der in der aufgefundenen 
Choleinsaure (s. S. 8/9) enthaltenen Fettsiuremenge zu gewinnen, 
wurde das bei der Darstellung der Acetocholeinsiure erhaltene 
Filtrat nebst dem Wascheisessig im Schilchen unter dem 
Abzug bei Zimmertemperatur verdunstet (vgl. Mérner, a.a.O. 
S. 29), was mehrere Tage in Anspruch nahm. Den Ver- 
dunstungsriickstand nahm man mit Petrolither auf und wusch 
ihn auf dem Filter damit aus. Nach Abdunsten des Petrol- 
athers bei gewéhnlicher Temperatur und Exsiccatorbehandlung 
hinterblieb nur eine kleine Menge von etwa 5 cg, entsprechend 
knapp 4°/, der angewandten Choleinsaure. Der Riickstand 
war noch dazu etwas gefirbt und klebrig, so da sich eine 
Bestimmung des jedenfalls niedrig liegenden Schmelzpunktes 
nicht vornehmen lie’. Auch wenn man beriicksichtigt, daB bei 
der nicht quantitativen Bestimmung Verluste eingetreten waren, 
muB der Gehalt der aus dem Konkrement isolierten Cholein- 
siure an hdherer Fettsiure erheblich niedriger gewesen sein, 
als der Theorie entspricht. Wieland und Sorge (a. a. 0.) 
haben gefunden, da} in der natiirlich vorkommenden Cholein- 
siure auf 8 Molekiile Desoxycholeinsiure 1 Molekiil héherer 
Fettsaure (Palmitin-, Stearin- event. auch Olsdure) entfallt; der 
Fettsiuregehalt der Choleinsiure betrigt daher rund 8°/.. 

Fraktion [lb (8S. 8) wurde, wie folgt, weiterverarbeitet. 





1) Diese Zs. Bd. 97, S. 23 (1916). 
*) Diese Zs. Bd. 180, 8, 30 (1928). 
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12 Martin Schenck, 


Den nach Verdunsten des Petrolithers zuriickbleibenden Rest 
krystallisierte man aus Alkohol um und trocknete die erhaltene 
schneeweiBe Krystallisation bei Zimmertemperatur im Exsiccator 
bis zur Gewichtskonstanz, Der Schmelzpunkt lag danach 
unscharf bei 64°. 
0,1086 g Substanz gaben 0,3023 g CO, und 0,1224 g H,0. 
Ber. fiir Stearinsiure  75,98°/, C 12,76°/, H. 
Palmitinsiure 74,98 ,, 12,58 _,, 


Cholesterin 83,86 ,, 12,00 __,, 
Gef. ae 


Also auch hier (vgl. oben S. 6) bestand das Material in 
der Hauptsache aus Stearinsiure (Schmelzp. 69,3°). Da indessen 
der Schmelzpunkt unscharf und zu niedrig war und die Sal- 
kowskische Cholesterinprobe positiv ausfiel, lag eine Bei- 
mengung von Cholesterin und vielleicht Palmitinsiure vor, 
wodurch der C-Gehalt gerade den von Stearinsdéure geforderten 
Wert erhielt. 

Die gefundene hdhere Fettsiure (s. auch S. 6) muBte 
zweifellos — wenigstens teilweise — durch partiellen Zerfall 
urspriinglich im Konkrement enthaltener Choleinsiure im Laufe 
der Verarbeitung (Auskochen mit Aceton, Ansiuern der Natrium- 
salzlésung unter Ather usw.) entstanden sein. Ob iiber die in 
der Choleinsiure gebundene Fettsiuremenge hinaus in dem 
Labmagenstein freie Fettsiure enthalten war, wie es bei den 
eingangs erwihnten menschlichen Choleinséiurekonkretionen der 
Fall war, konnte aus den bei der Verarbeitung der Haupt- 
menge des Steines erhobenen Befunden nicht ersehen werden. 
Ich habe deshaib eine kleinere Menge des urspriinglichen, 
fein gepulverten Materials (5 g) mit Petrolither (85 ccm) in 
einer Flasche bei gewéhnlicher Temperatur kraftig geschiittelt 
und das Filtrat nebst demt zum Waschen des Filterriickstandes — 
benutzten Petrolither unter dem Abzug verdunsten lassen. 
Es hinterblieb ein ziemlich weif aussehender, krystallinischer 
Rest, der 0,036 g wog. Wegen der klebrigen Beschaffenheit 
des Riickstandes lieB sich der Schmelzpunkt nicht bestimmen, 
die Salkowskische Cholesterinprobe fiel positiv aus, Unter 
der willkiirlichen Annahme, daB der Riickstand im wesentlichen 
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aus héherer Fettsiure bestand, wiirde sich, auf das urspriing- 
liche Material berechnet, ein Gehalt von etwa 0,5°/, ergeben. 
Die bei der Aufarbeitung der Hauptmenge des Steines ge- 
fundenen Fettsiurequantititen waren prozentual gréBer, so daB 
sie also z. T. aus zerfallener Choleinsiure herriithren muBten. 
Auch in dem von Carl Th. Mérner untersuchten Fall war 
die in der Choleinsiéure nicht enthaltene Fettsiure nur in un- 
bedeutender Menge vorhanden. 

Die Fraktionen I und RK (S. 7) enthielten das Haupt- 
quantum der krystallisierten Bestandteile des Labmagen- 
konkrements und setzten sich beide fast ganz aus Cholsiure 
zusammen. Fraktion I wurde an der Luft getrocknet, in 
Ammoniak gelést und die Lésung mit Wasser so weit ver- 
diinnt, daB sie etwa 1°/, Gallensaéure enthielt. Eine geringe 


Triibung lieB sich durch Filtrieren beseitigen. Auf Zugabe. 


eines Uberschusses von Chlorbarium blieb das Filtrat zunachst 
klar; nach 24stiindigem Stehen hatte sich ein unbedeutender 
Niederschlag abgesetzt, der noch dazu im wesentlichen aus 
Bariumcarbonat bestand. Von der geringfiigigen Faliung wurde 
abfiltriert, das Filtrat ‘mit Salzsiure stark angesiuert. Die 
ausgeschiedene weiBe Masse wurde abgesaugt, gewaschen, an 
der Luft getrocknet, einmal aus Aceton umkrystallisiert, dann 
in Alkohol heiB gelést. Die alkoholische Liésung schied beim 
Stehen in der Schale, auch nach vollstindigem Erkalten, nichts 
aus, man impfte sie deshalb mit einem zerriebenen, gut aus- 
gebildeten Cholsiurekrystall aus der Fraktion R (s. unten); 
nach Reiben mit dem Glasstab entstand ein dicker Brei von 
feinkrystallinischer Natur, der abgesaugt und mit Alkohol ge- 
waschen wurde. Die Krystallisation trocknete man zunichst 
bei gelinder Wirme, dann bei 120—130° Der Schmelzpunkt 
lag bei 197—-198°. 

0,1069 g Substanz gaben 0,2753 g CO, und 0,0972 g H,0. 

Ber. fiir C,,H,.0, 70,54°/, C 9,87°/, H. 
Gef. “M6. UATE. 

Mit notorischer Cholsiure gemischt gab die Substanz keine 
Depression des Schmelzpunktes. Die fiir Cholsiure charakte- 
ristische Myliussche Jodprobe fiel positiv aus. 
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14 : Martin Schenck, 


Bestimmung des optischen Drehungsvermégens: Konz. (in Alkohol) 
2,9752°/,; Rohrliinge 2 dm; abgelesener Winkel + 2,15°, [a},,°=+36,18°. 

Die aus den Mutterlaugen (der acetonischen und der alko- 
holischen) sich noch weiter ausscheidenden Krystallisationen be- 
standen in der Hauptsache ebenfalls aus Cholsiure, was sich 
u. a. durch den positiven Ausfall der Jodreaktion dokumentierte, 
daneben war in kleiner Menge anscheinend Choleinsdure 
zugegen. 

Fraktion R (S. 7) wurde in der gleichen Weise wie 
Fraktion I behandelt. Auch hier wurde in der verdiinnten 
ammoniakalischen Lésung durch Chlorbarium erst bei 1 tagigem 
Stehen eine minimale, gréBtenteils aus Bariumcarbonat be- 
stehende Fallung erzeugt. Die aus dem Filtrat vom Nieder- 
schlag durch Salzsiure ausgefillte freie Siure war schwach 
gelb gefirbt, sie wurde wieder, lufttrocken, zunachst aus Aceton, 
dann aus Alkohol umkrystallisiert. Die alkoholische Liésung 
schied beim Erkalten bzw. beim Stehen die Cholsaéure in den 
bekannten, gut ausgebildeten, wasserhellen Tetraederformen 
aus. Getrocknet wurde wieder bei 120—130°. Schmelzp. 197 
bis 198°, nach Mischen mit reiner Cholsiure anderer Herkunft 
ebenfalls 197—198°. Myliussche Jodprobe positiv. 

0,1031 g Substanz gaben 0,2662 g CO, und 0,0918 g H,0O. 

Ber. fiir C,,H,,O, 70,54°/, C 9,87°/, H. 
Gef, < .. Ae 

Bestimmung der spezifischen Drehung: Konz. (in Alkohol) 2,8196°/, ; 
Rohrlinge 2dm; abgelesener Winkel + 2,02°. [a], = + 35,82°. 

Trotzdem die alkoholische Lésung anscheinend ganz klar 
war, zeigte sie doch eine ziemlich starke Lichtabsorption, so 
daB die Ablesung nicht mit der wiinschenswerten Schirfe sich 
ausfiihren lieB. Dasselbe gilt auch fiir die oben angegebenen 
Bestimmungen der optischen Aktivitit der Cholsiure bzw. 
Acetocholeinsiure. Vahlen?) fand fiir die spezifische Drehung 


der reinen Cholsdure + 37,02°, nach Pregl?) liegt dieser 


Wert bei + 35,1° 





1) Diese Zs. Bd. 21, S. 265 (1895). 
*) Zitiert nach Abderhaliden, Biochem. Handlexikon Bd. III, 
S. 315 (1911); die Originalangabe habe ich nicht auffinden kénnen. 
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Aus der acetonischen bzw. alkoholischen Mutterlauge 
schieden sich noch weitere Krystallisationen aus, die ebenso 
wie in Fraktion [ im wesentlichen aus Cholsaure (u. a. positive 
Jodprobe) bestanden. Choleinsiure war in Fraktion R an- 
scheinend nur in ganz unerheblicher Quantitat vorhanden. 

SchlieBlich seien noch die analytischen Daten von zwei 
Cholsiurepriparaten mitgeteilt, die bei Vorversuchen aus 
kleineren Materialproben auf einem etwas anderen Wege, als 
dem im vorstehenden beschriebenen, gewonnen worden waren. 
Trocknen bei 120—130°. 


Priiparat I: 0,1006 g Substanz gaben 0,2601 g CO, u. 0,0914 g H,0., 


Gef, 170,51°/, C 10,16°/, H. 
0,2052 g Substanz verbrauchten 5,1 cem n/10-NaOH 
(Phenolphthalein). 
Gef. 11,19°/, COOH oder Aquivalent 402. 
Priparat II: 0,1035 g Substanz gaben 0,2662 g CO, u. 0,0938 g H,O. 
Gef. 70,15°/, C 10,14°/, H. 
0,2105 g Substanz verbrauchten 5,2 cem n/10-NaOH 
(Phenolphthalein). 
Gef. 11,12%, COOH oder Aquivalent 405. 
Ber. fiir C,,H,,O, 70,54°/, C 9,87°/, H 11,02°/, COOH Aquivalent 40s. 


Zusammenfassend la8t sich sagen, daB der krystallisier- 
bare Teil des untersuchten Labmagenkonkrementes ganz iiber- 
wiegend aus freier Cholsiure bestand, wihrend in kleinerer 
Menge freie Choleinsiure zugegen war. Schitzungsweise handelte 
es sich um 75°/, Cholsiure und 5°/, Choleinsiure (berechnet 
auf das urspriingliche Ausgangsmaterial); es muB aber aus- 
driicklich hervorgehoben werden, daB die Abtrennung der 
einzelnen Bestandteile keine quantitative war und deshalb in 
Wirklichkeit die Mengenverhiltnisse etwas andere gewesen sein 
kénnen. Freie héhere Fettsiiure und Cholesterin waren nur 
in sehr geringer Quantitit vorhanden, unveriinderter Gallen- 
farbstoff lie8 sich nicht mit vdélliger Sicherheit nachweisen. 
Der Rest des Steines bestand aus amorphen Substanzen, 
darunter pflanzliches Material und Asche. 

Wenn man die Frage aufwirft nach der Genese der aus 
freien spezifischen Gallensiuren bestehenden Intestinalkon- 


kremente, so ist als erste Bedingung saure Reaktion an der 
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betreffenden Bildungsstatte erforderlich. Fir Darmsteine der 
genannten Art muB daher die Entstehungsméglichkeit auf den 
obersten Teil des Diinndarms beschrankt sein, wie Mérner}) 
mit Recht hervorhebt (unter Umstinden kénnten auch andere 
Darmpartien in Betracht kommen, sofern dort abnorme saure 
Garungen herrschen), fir unser Labmagenkonkrement, das aus 
Galle, die durch Zuriickstauung in den Labmagen gelangte, 
entstanden sein muB, ist die obige Bedingung ja ohne weiteres 
erfillt. Weiter ist anzugeben, woher die freien spezifischen 
Gallensiuren stammen. In der Galle finden sich itiberwiegend 
die Salze der mit Glycin und Taurin gekuppelten Gallen- 
siuren, ob und in welchem Umfange auch die Salze der un- 
gepaarten, spezifischen Sauren in der genuinen, unveranderten 


‘Galle enthalten sind, ist noch nicht festgestellt. Ks besteht 


daher die Méglichkeit, daB die in den Magen-Darm-Konkre- 
menten deponierte, freie, ungekuppelte Saure direkt der Galle 
entstammt. Andererseits ist darauf hinzuweisen, daB ein Zer- 
fall der gepaarten Sauren in ihre Paarlinge stattfinden kénnte. 
Eine solche Spaltung durch Bakterienwirkung (Faulnisprozesse) 
wird wohl allgemein angenommen, endgiiltig entschieden diirfte 
diese Frage aber noch nicht sein. So konnte H. Licht?) bei 
der Priifung des Einflusses verschiedener Bakterienarten, sowie 
von wiBriger Stuhlaufschwemmung und der im Duodenum vor- 
handenen Fermente auf Glykocholsiure eine Spaltung der ge- 
paarten Siure an der Kuppelungsstelle nicht feststellen. Wes- 
halb in den eingangs erwaihnten menschlichen Choleinsiure- 
steinen nur eine Gallensdure zugegen war, wahrend Menschen- 
galle neben Choleinsiure in gréBerer Menge Cholsiure und 
auBerdem die neuerdings von Wieland und Reverey’) be- 
schriebene Anthropodesoxycholsiure enthalt, ist ungeklart. 
Man kénnte daran denken, da® durch Faulnisprozesse aus 
Chols’iure Desoxycholsiure sich gebildet hatte, die dann mi 
héherer Fettsiure zu Choleinséure zusammengetreten wire. 
Aber auch die Méglichkeit einer solchen Bildung der Desoxy- 





1) Diese Zs. Bd. 180, S. 88 (1928). 
*) Biochem. Zs. Bd. 153, S. 159 (1924). 
*) Diese Zs. Bd. 140, 8. 186 (1924). 





Untersuchung eines Konkrementes aus dem Labmagen einer Ziege. 17 


cholsiure auf bakteriellem Wege ist noch strittig. Raper’) 
hat fir seinen Fall angenommen, daB bei der Steinbildung 
primar Glykocholeinséure, die weniger léslich als Glykochol- 
sdure ist, abgelagert wurde und daB dann aus ihr durch 
Bakterienwirkung Choleinsiure entstand. 

In dem von mir untersuchten Labmagenstein, War, wie 
gesagt, neben dem Hauptbestandteil Cholsiure Choleinsaure 
enthalten, deren Vorkommen unter den spezifischen Gallen- 
siuren der Ziegengalle, soweit ich sehe, bisher noch nicht 
festgestellt wurde. Es liegen lediglich Angaben iiber die An- 
wesenheit von Taurocholsiure neben ‘Glykocholsiure in der 
Ziegengalle vor.*) Wenn man nicht die m. E. ganz unwahr- 
scheinliche bakterielle Bildung der Choleinsiure aus Cholsiure 
(iber Desoxycholsiure usw.) annehmen will, muB daher Cholein- 
siure zu den spezifischen Gallensiuren der normalen Ziegen- 
galle zu rechnen sein. Dabei kann natiirlich das zahlenmiBige 
Verhaltnis von Choleinsiure und Cholsiure ein anderes sein, 
als es in dem untersuchten Konkrement gefunden wurde. Ob 
auBerdem noch andere spezifische Sauren (wie z. B. Lithochol- 
sdiure) der Ziegengaile zukommen, dafiir haben sich aus der 
Untersuchung des Labmagensteines Anhaltspunkte zuniichst 
nicht ergeben. 





1) Biochem. Jl. Bd. 15, S. 49 (1921). 


*) Vgl. z.B. Abderhalden, Biochem. Handlexikon Bd. III, S.810ff. 
(1911), Abschnitt Gallensiuren. 
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Der Gehalt der Kuhmilch an Citronensaure 


und dessen Beziehungen zur Chlorzuckerzahl als Kriterium | 


fir normale bzw. anormale Milch. 


Von 


F. Kieferle, J. Schwaibold und Ch. Hackmann. 


(Aus der chemischen Abteilung der Siiddeutschen Versuchs- und Forschungsanstalt fir 
Milchwirtschaft an der Hochschule Weihenstephan.) 


(Der Redaktion zugegangen am 1S. Marz 1925.) 








Unterzieht man die Zusammensetzung der Milchasche bezgl. 
des Verhiltnisses der Siuren zu den Basen einer eingehenden 
Prifung, so fallt der groBe UberschuB an Basen auf. Um 
letztere in lésliche Salze von neutraler oder amphoterer Reaktion 
iiberzufiihren, reichen die Chlorionen, die wohl zunichst mit 


den Na-Ionen und als Rest mit den K-Ionen in Beziehung | 
gebracht werden miissen und die Phosphationen nicht aus. | 
Auch unter Beriicksichtigung des Basenbindungsvermigens des | 


Caseins bleibt immer noch ein Rest an Calciumoxyd, fir den 


auch die etwa chemisch gebundene Kohlensaiure der Milch | 
und etwa vorhandene Milchsiure (deren Abwesenheit in frisch | 
ermolkener Milch von verschiedenen Seiten dargetan worden | 
ist) nicht in Anspruch genommen werden kénnen. Soxhlet?) | 
hat als erster auf den Widerspruch aufmerksam gemacht, der | 


zwischen der in Milch gelésten Kalkmenge und dem Gehalt 


der Milch an Phosphorsiure besteht und Séldner’) hat dann | 


naher begriindet, warum die Zusammensetzung der in der Milch 


gelésten Salze zu der Annahme drange, daB die Milch organische | 


Saiuren als normale Bestandteile enthalten miisse. Als es dann 


Henkel’) im Soxhletschen Laboratorium in Miinchen im | 
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Jahre 1888 gelungen war, Citronensiure als normalen Bestand- 
teil der Kuhmilch nachzuweisen, war eine fihlbare Liicke in 
unseren Kenntnissen iiber die Zusammensetzung der Milch 
ausgefiillt. 

Wahrend Henkel sich mit einer priparativen Abscheidung 
und annihernden Feststellung der in der Kuhmilch enthaltenen 
Menge Citronensaiure begniigte, er konnte aus dem bei seinen 
Versuchen angewandten Milchquantum durchschnitilich 1 g 
der Saéure priparativ gewinnen, hat Scheibe*) nach ihm 
als erster ein Verfahren zur Bestimmung der Citronensdure 
in Milch angegeben. Letzterer fand in Kuh- und Ziegen- 
milch im Mittel 0,10—0,15°/,, in der Stutenmilch 0,06—0,08°/, 
und in der Frauenmilch 0,054—0,057°/, Citronensiure. 
Nach der Berechnung Séldners*) waren 0,25°/, Citronensiure 
zur Bildung nur léslicher Salze im Milchserum und zum 
Zustandekommen einer amphoter reagierenden Lésung bekannter 
Aciditit erforderlich. Diese Menge wurde bisher noch nicht 
gefunden. Scheibe*) konnte dann durch Versuche auch den 
Nachweis erbringen, daB der Gehalt der Milch an Citronen- 
siure unabhangig von der Art des dargereichten Futters ist. 
Steigende Gaben der Saure, in Verbindung mit Trockenfutter 
verabreicht, bewirkten keine Zunahme der gewdéhnlich vor- 
handenen Menge Citronenséure. Da auch die im Hungerzustand 
produzierte Milch, die sogen. Hungermilch, keinen verminderten 
Gehalt an Citronensiure zeigt, kann letztere nicht aus etwa 
im Futter vorhandener Citronensdure stammen oder aus anderen 
organischen Siuren des Futters gebildet worden sein. Da weiter- 
hin durch das negative Resultat der Untersuchungen des Blutes 
verschiedener Siiugetiere auf Citronenséure durch Bleyer und 
Schwaibold®) eine Vorbildung der Citronensiure der Milch 
im Blute als ausgeschlossen erscheint, so stellt die Citronen- 
Siure zweifelsohne ein Produkt des Stoffwechsels der Milch- 
driise dar. Man wird nicht fehlgehen in der Citronensiure 
der Milch ein Oxydationsprodukt des Milchzuckers zu erblicken. 
Daraufhin weist auch die Konstitution der Citronensiure als 


Oxysiure mit offener Kohlenstoffkette. 


Uber die Wirkungsweise und Bedeutung der Citronensiure 
9* 
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bzw. der Citrate in der Milch liegen noch keine abschlieBenden 
Untersuchungen vor. Abhnlich dem léslichen Phosphatgemisch 
und dem Casein der Milch werden auch die Citrate als Puffer 
dazu beitragen, die Wasserstoffzahl normaler Milch méglichst 
konstant zu halten. Miiller®) hat anlaéBlich seiner Unter- 
suchungen liber das Pufferungsvermégen der Kuhmilch auf die 
gleichmiBige Pufferung der Molken in dem Aciditatsbereich 
p, = 9—3 hingewiesen, die namentlich durch die reaktions- 
regulatorische Wirkung der Phosphor- und Citronensiure bzw. 
deren Salze zustande kommt. Auch als Dispergierungs- und 
Peptisierungsmittel fiir das an sich in Wasser unldsliche 
Nucleoalbumin = Casein bzw. fiir das der Annahme unterliegende 
Caseincalciumphosphat sind die Citrate der Milch denkbar. 
Nach der Ansicht ilterer Autoren trigt das citronensaure 
Alkalisalz der Milch dazu bei, die in Wasser fast unléslichen 
Triphosphate des Ca und Mg der Milch teilweise in Lésung 
zu halten, etwa wie eine alkalische Lésung von citronensaurem 
Ammonium gefalltes Tricalciumphosphat zu lésen vermag. 
Vaudin") hat den Einflu8 der Lactose auf die Léslichmachung 


der Kalkphosphate bei Gegenwart von Alkalicitrat untersucht ] 


und dabei festgestellt, daB ungefihr die 5—6fache Menge 
Alkalicitrat erforderlich ist, soll die Lésung ohne Zugabe von 


Lactose erfolgen. Alle Einfliisse, welche das molekulare Gleich- | 


gewicht der gelésten Salze zu verindern oder zu zerstéren 


vermochten, fiihrten zur Ausfallung von Tricalciumphosphat 7 
und von tiberschiissigem Kalk als Tricalciumcitrat. Daher | 
auch die in Milch verarbeitenden Betrieben wohlbekannte Er- © 
scheinung, daB beim Erhitzen und namentlich bei anhaltendem 7 
Kochen oder Eindampfen der Milch ein Teil der Citronensiure | 
als unlésliches Tricalciumcitrat sich an den GefiBwandungen — 
ablagert oder in Form von Kongretionen oder voluminésen — 
Niederschligen, wie selbe Henkel*) in kondensierter Milch © 
beobachtete, zur Abscheidung kommt. Nach Obermaier‘) § 
traten bei 5 Minuten langem Kochen Verluste bis zu 82°/, | 
des Gehaltes der Milch an Citronensaure ein, bei 100° betrug | 
die Abnahme wihrend 30 Min. langen Siedens 18—30°/,, bei | 


75° betrug sie wahrend 15 Min. langen Erhitzens und mehr | 
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49/,, Auch der Gerinnungsvorgang vermindert den Gehalt der 
Milch an Citronensiure sehr schnell und in dem Spontanserum 
ist sie so gut wie vollstindig verschwunden. Diese Art der 
Verminderung des Citronensiuregehaltes ist auf die Tatigkeit 
von Bakterien zuriickzufthren. Uber den Abbau der Citronen- 
siure in Milch durch letztere berichtet Kickinger.5} Nach 
dessen Ausfiihrungen nimmt der Citronensiuregehalt in roher 
Milch im Verlauf von 24—48 Stunden von 119,9 mg (Mittel- 
wert) auf 100,8 mg bzw. 96,0 mg ab. Bei Uberimpfung sterili- 
sierter Milch mit Milchsiurebakterien (Streptoc. lact. und Yoghurt- 
bakterien) trat keine Abnahme des Gehaltes an Citronensiure 
ein, dagegen wurde sie durch Bacillus subtilis und Proteus 
vulgaris innerhalb 48 Stunden bis spitestens 72 Stunden rest- 
los vernichtet. 

Wie schon erwihnt, ist die von Séldner auf Grund des 
ungedeckten Basenrestes des Tonzellenfiltrates pro Liter Milch 
zu 2,517 g errechnete Menge Citronensiure bisher analytisch 
noch nicht ermittelt worden. Es mag dies seine Ursache in 
der Unzulinglichkeit der bisherigen Methoden der Citronen- 
siurebestimmung baben. Scheibe*) griindete sein Verfahren 
auf die praiparative Isolierung der Citronenséure aus der Milch 
und Bestimmung der isolierten Saéure durch Oxydation mit 
Kaliumbichromat und konzentrierter Schwefelsiure und Zuriick- 
titrierung der unverbrauchten Menge Chromats. Er fand auf 
diese Weise in der Kuhmilch im Mittel 0,10—0,15°/, der 
Saure. Beau) hat versucht die Isolierung und Bestimmung 
giinstiger zu gestalten, indem er die Gerinnung der Milch auf 
anderem Wege durchfiihrte und die Oxydation der isolierten 
Citronensaiure mittels Kaliumpermanganat bewerkstelligte. Aber 
auch diese Methode war nicht geeignet befriedigende Resultate 
zu liefern. Die Bemihungen, die Citronensiure als solche 
oder in Form von schwerldéslichen Salzen nachzuweisen und zu 
bestimmen, hatten somit Ergebnisse gezeitigt, die immer noch 
eine erhebliche Differenz zwischen der gefundenen und der 
theoretisch erwarteten Menge Citronensiure aufwiesen. Bleyer 
und Schwaibold®), welche die Lislichkeit des Calciumcitrates 
[((C,H,0,),Ca,-4H,O] eingehend studierten, kamen auf Grund 
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ihrer Versuche zu dem Ergebnis, daB das Calciumcitrat in 
kochendem Wasser zwar erheblich weniger léslich ist als in 
kaltem Wasser; die Léslichkeit ist jedoch noch geniigend 


groB, um die Ergebnisse ginzlich unbrauchbar zu machen, 


wenn man nicht in betrichtlicher Konzentration arbeitet. Ein 
Ausweg ist nun dadurch geschaffen, daB es fir die Citronen- 
siure ganz charakteristische Umwandlungen gibt, deren Produkte 
leichter nachzuweisen sind, auch fiir den Fall, daB die Saure 
in komplizierten Gemischen vorliegt, was bei Milch zutrifit. 
So fand Denigés*"), daB durch nicht zu starke Oxydation die 
Citronensiure bzw. ein Citrat in Acetondicarbonsiure iiber- 
gefiihrt wird, die bei Zugabe von iiberschiissigem Mercurisulfat 
eine weiBe krystalline Ausscheidung einer Doppelverbindung 
von acetondicarbonsaurem Quecksilber und Mercurisulfat gibt. 
Besonderes Interesse gewann die Feststellung Stahres), 
wonach Citronensiure durch Oxydation mit Permanganat unter 
Zugabe von Bromwasser eine weiBe Ausscheidung von Penta- 
bromaceton liefert. W6h1lk}%) klirte den Verlauf der Reaktion 
dahin auf, da8 nicht Aceton durch Brom in Bromaceton iiber- 
gefiihrt wird, sondern daB sich in primirer Reaktion Aceton- 
dicarbonsaure bildet und diese durch Brom in Pentabromaceton 
iibergefiihrt wird. Kunz‘) hat sich dann der Aufgabe unter- 
zogen mit Hilfe dieser fiir Citronensiiure ganz charakteristischen 
Reaktion den Gehalt der Milch an dieser Siure gravimetrisch 
zu ermitteln. Er fand in Kuhmilch 0,155—0,199°/, und in 
der Frauenmilch 0,044—0,062 °/, Citronensiure. Es wurde 
also auch auf diesem Wege die fiir Kuhmilch theoretisch er- 
wartete Menge Citronensiure nicht erhalten. Ob Kunz Frisch- 
milch fiir seine Untersuchungen zur Verfiigung hatte, entzieht 
sich natiirlich unserer Kenntnis. Bleyer und Schwaibold') 
gelang es nun, die Vorziige einer so spezifischen Reaktion, wie 
es die Reaktion nach Stahre fir die Citronensiure darstellt, 
mit der Schnelligkeit einer Zentrifugiermethode zu vereinigen. 
Das Prinzip der Methode besteht in der Abscheidung der 
Citronensiiure in besonderen GefiBen als Pentabromaceton. 
Zur Ausfihrung der Bestimmung sind Schleuderglischen be- 
sonderer Art fiir Laboratoriumszentrifuge mit elektrischem 
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Antrieb erforderlich, ihnlich den Trommsdorffschen Leuko- 
cytenréhrchen. Die Feststellung der Citronensdiuremenge ge- 
schieht durch Ablesung der Teilstriche des capillaren MeB- 
raumes des Schleuderglases, die auf Grund einer Kichung der 
Glaschen mit bekannten Citronensiuremengen ein fir allemal 
festgelegt wurden. Zur Bestimmung der Citronenséure ins- 
besondere in Milch verwendet man das Phosphorwolframsiure- 
serum der Milch und gibt bei dessen Herstellung geniigend 
Kaliumbromidlésung hinzu, so da8 von vornherein die fiir die 
Reaktion erforderlichen Mengen Brom in dem Serum vor- 
handen sind. Die Oxydation der Citronensiure und die Uber- 
fihrung der Acetondicarbonsiure in Pentabromaceton geschieht 
in den Schleuderréhrchen. Zur Zusammenfiihrung des Nieder- 
schlages wird geschleudert, zur Entiernung von Luftriumen 
und zur Herbeifiihrung einer einheitlichen KrystallgréBe des 
Niederschlages letzterer wiederholt aufgelockert und Auflockern 
und Ausschleudern so oft wiederholt, bis das Volumen des 
ausgeschleuderten Niederschlages konstant bleibt. Die Fest- 
stellung der Citronensiuremenge erfolgt dann, wie schon er- 
wihnt, durch Ablesung der Teilstriche des capillaren Meb- 
raumes. Ein groBer Vorteil der Methode besteht neben ihrer 
Genauigkeit und ihrem geringen Zeitaufwand noch darin, daB 
sie das Arbeiten mit kleinen Milchmengen zulaBt. Es geniigen 
10 ccm Milch, die bisherigen Verfahren erforderten betriacht- 
lich gréBere Mengen Milch. Herrn Prof. Dr. Bleyer sei an 
dieser Stelle fiir das liebenswiirdige Entgegenkommen hin- 
sichtlich der Ausfiihrung der Citronensiurebestimmungen der 
Milchproben vorliegender Arbeit durch seinen Mitarbeiter 
Herrn Dr. Schwaibold besonderer Dank ausgesprochen. | 
Fiir die Untersuchung und Beurteilung der anliBlich 
offensichlich verlaufender Sekretionsstérungen abgeschiedenen 
Milch finden sich in der Literatur reichlich Anhaltspunkte. 
Man hat nun in letzter Zeit auf milchkundlichem Gebiet ver- 
sucht Methoden auszubilden, die geeignet erscheinen, selbst 
bei Gelegenheit feinster Sekretionsstérungen Verainderungen 
im chemischen Aufbau der Milch als Ausdruck normaler bzw. 
anormaler Beschaffenheit festzustellen. Aus dem bisher zu- 
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tage gefdrderten Material geht als feststehend hervor, daB 
die Verinderung des pathologischen Sekrets hinsichtlich der 
chemisch-analytisch feststellbaren Milchbestandteile stets in 
gleicher Richtung vor sich geht. Den Anfang einer derartigen 
Methodik bildet allem Anschein nach die Bestimmung und 
Auswertung der Korrelation von Milchzuckergehalt zum Gesamt- 
chloridgehalt der Milch. Késtler’) hat die beiden Faktoren 
zur sog. Chlorzuckerzahl zusammengefaBt und ihr folgende 


100 - Proz. Chl : 
Darstellung gegeben: Pron ichoe — , a. h. die GréBe des 


Quotienten aus dem mit 100 multiplizierten prozentigen Chlor- 
gehalt und dem prozentigen Milchzuckergehalt einer Milch kann 
als Ausdruck fiir normale bzw. anormale Milch angesehen werden. 
Diese Beziehung scheint ein recht empfindlicher Indikator fir 
entziindliche Vorgiinge in der Milchdriise zu sein, fiir normal 
secernierte Milch scheint die Chlorzuckerzahl recht stabil zu 
sein, wihrend anormale Sekrete mit ihrem mehr oder weniger, 
aber immer deutlich verringertem Milchzuckergehalt und ihrem 
erhéhten Gehalt an Gesamtchlorid betrichtlich héhere Chlor- 
zuckerzahlen aufweisen. Die Angelegenheit bedarf vor allem 
noch eines groBen Vergleichmaterials und man wird trachten 
miissen, die Chlorzuckerzahlen mit noch anderen Bestandteilen 
der Milch in Beziehung zu bringen. Von unserer Seite aus 
wollen wir den Citronensiuregehalt der Milch in seinen 
Schwankungen mit zur Diskussion stellen, da hieriiber noch 
nichts bekannt ist und da durch die Mikrozentrifugiermethode 
die Méglichkeit zu Serienuntersuchungen in der genannten 
Richtung gegeben wurde. Zur Untersuchung kamen die ge- 
trennt gewonnenen Viertelsgemelke einer Anzahl der Kithe 
des Staatsgutes Weihenstephan (Simmenthaler Rasse). Die 
Proben wurden wiahrend des Weideganges der Tiere in den 
Monaten August und September des letzten relativ nassen 
Sommers entnommen. Als Kraftfutter erhielten die Kiihe 
Kleie beigefiittert. 


Die EnteiweiBung der Milch wurde nach Angaben von 
Weiss? mittels Aluminiumsulfat und Natronlauge vorgenommen 
und in dem so gewonnenen Serum die Bestimmung des Chlors 
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414. 
314. 
424, 


849. 


302. 
407. 


435. 


422. 


399. 


443. 


F, Kieferle, J.Schwaibold und Ch. Hackmann, 


Bemerkungen. 


I und III geringerer Gehalt an Milchzucker, Citronensdiure und 
Caseinstickstoff, mehr serumgeléster Stickstoff; II héherer Gehalt 
an Milchzucker, Citronensiure, Caseinstickstoff, weniger serum- 
geléster Stickstoff; die hohen Chlorzuckerzahlen von I und III 
lassen die gestérte Sekretion erkennen. 

I, III und IV dem héheren Milchzuckergehalt entsprechend mehr 
Citronensiure; II geringere Werte an Milchzucker und Citronen- 
siure, merklich héhere Chlorzuckerzahl. 

II geringerer Gehalt an Milchzucker und Citronensiéure, weniger 
Caseinstickstoff und mehr serumgeléster Stickstoff, héhere Chlor- 
zuckerzahl; III und IV héherer Gehalt an Milchzucker, Citronen- 
siure, Caseinstickstoff, weniger serumgeléster Stickstoff. 

II und III héherer Gehalt an Milchzucker, dementsprechend mehr 
Citronensiure; I weniger Milchzucker und Citronensiure. 

III und IV geringere Werte an Milchzucker und Citronensaure 
gegeniiber I und II, auch héhere Chlorzuckerzahl, so da8 wohl 
anfingliche Sekretionsstérung angenommen werden kann. 

Gehalt der Proben an Milchzucker und Citronensiure ziemlich 
einheitlich; II zeigt neben dem niedrigsten Wert an Milchzucker 
auch niedrigsten Wert an Citronensiure. 

I, II und III betrichtlich geringere Werte an Milchzucker und 
Citronensiure gegeniiber IV; II und namentlich III weniger Casein- 
stickstoff, aber mehr serumgeléster Stickstoff, bei IV umgekehrt 
I, It und III gestérte Sekretion deutlich erkennbar, hohe Chlor- 
zuckerzahl. 


. Sehr gut ausgeglichene Viertel bezgl. Gehalt der Milchproben an 


Milchzucker und Citronensiure. 


. Héherem Gehalt an Milchzucker entspricht ein héherer Gehalt an 


Citronensiure; eine Ausnahme macht III. 


. IV sehr geringer Milchzuckergehalt und dementsprechend wenig 


Citronensiiure, weniger Casein- und mehr serumgeléster Stickstoff; 
II betriichtlich héherer Gehalt an Milchzucker und Citronensiure, 
mehr Casein- und weniger serumgeléster Stickstoff. 

II und IV héhere Werte an Milchzucker, Citronenséiure und Casein- 
stickstoff, weniger serumgeléster Stickstoff gegeniiber I und III 
mit geringeren Werten an Milchzucker, Citronensiure und Casein- 
stickstoff, aber mehr serumgeléstem Stickstoff. 

Sehr gut ausgeglichene Viertel bezgl. Gehalt der Proben an Milch- 
zucker und Citronensiure. | 

Ebenfalls gut ausgeglichene Viertel mit gleichmaBiger Chlorzucker- 


zahl; dem héheren Wert von IV an Milchzucker entspricht ein 


héherer Wert an Citronensiure. 








. 








413, 


421. 


420. 
433. 
410. 


390. 


442. 


411. 


403. 
383. 
441, 
400. 


412. 
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III sehr geringer Gehalt an Milchzucker, dementsprechend wenig 
Citronensiure, weniger Casein- und mehr serumgeléster Stickstoff, 
sehr hohe Chlorzuckerzahl, schwer erkranktes Viertel. 

Héheren Werten an Milchzucker entsprechen durchwegs héhere 
Werte an Citronensiiure; III geringerer Gehalt an Milchzucker, 
folglich auch weniger Citronensiure; IV mehr Milchzucker, folglich 
auch mehr Citronensiure. 

I, Il und III: zunehmenden Werten an Milchzucker entsprechen 
zunehmende Werte an Citronensiure und Caseinstickstoff, aber 
abnehmende Werte an serumgeléstem Stickstoff. 

I mit etwas geringerem Gehalt an Milchzucker und demzufolge 
auch weniger Citronensiure, die anderen drei Viertel ziemlich 
gleichmaBig; II mit etwas mehr Milchzucker, entsprechend mehr 
Caseinstickstoff usw. 

I mit geringerem Milchzuckergehalt und demzufolge weniger 
Citronensiure; Viertel II, III und IV gleichmibBig. 

I mehr Milchzucker und daher mehr Citronensiure gegeniiber III 
und IV mit weniger Milchzucker und Citronensiure. 

II geringerer Gehalt an Milchzucker und Citronensiure, héhere 
Chlorzuckerzahl, III und namentlich IV héherer Milchzuckergehalt 
und héherer Citronensiuregehalt. 

II niederster Milchzucker und Citronensiuregehalt, weniger Casein- 
und mehr serumgeléster Stickstoff; I, III und besonders IV mehr 
Milchzucker, mehr Citronensiure und Caseinstickstoff, aber weniger 
serumgeléster Stickstoff. 

I betriichtlich weniger Milchzucker und daher weniger Citronen- 
siure, hohe Chlorzuckerzahl, gestérte Sekretion; II, III und IV 
héhere Werte an Milchzucker und Citronensiure. 

I und II etwas geringere Werte an Milchzucker und Citronensiiure 
gegeniiber III und IV mit etwas héheren Werten dieser Bestand- 
teile; I und II auch etwas héhere Chlorzuckerzahl. 

II und III etwas geringere Werte an Milchzucker und Citronen- 
siure, I und IV etwas héhere Werte an Milchzucker und daher 
mehr Citronengiure. 

III und IV etwas héhere Werte an Milchzucker und Citronensiure 
gegeniiber I und II mit etwas niedrigeren Werten an Milchzucker 
und daher etwas weniger Citronensiure. 

Simtliche Viertel gleichméBig bzgl. Gehalt der Proben an Milch- 
zucker und Citronensiure; betriichtliche Unterschiede nicht er- 
kennbar. 


titrimetrisch nach Mohr und die Bestimmung des Milchzuckers 
titrimetrisch nach der Jodkupfermethode ausgefihrt. Die 
Milchproben, Morgengemelke, kamen jeweils ganz frisch zur 
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80 F. Kieferle, J. Schwaibold und Ch. Hackmann, 


Untersuchung, deren Hinzelheiten in der vorstehenden Tabelle 
niedergelegt sind. Die rémischen Ziffern bezeichnen die Euter- 
viertel in der Reihenfolge, daB I dem Euterviertel vorne links, 
If Euterviertel vorne rechts, III Euterviertel hinten links und 
IV Euterviertel hinten rechts entspricht. Die Tiere sind ihrer 
Lactationszeit entsprechend in die Tabelle eingeordnet. 
Zunichst einige Bemerkungen iiber die erhaltenen Citronen- 
siurewerte. Es kamen 107 verschiedene Milchproben in ganz 
frischem Zustand zur Untersuchung. Der Mittelwert fiir den 
Citronensauregehalt der Milch liegt bei 0,27°/, oder bei 2,7 g 
im Liter, einer Zahl also, die der theoretisch erwarteten Menge 
von 2,51 g sehr nahe kommt und die gut mit den von Bleyer 
und Schwaibold ) mitgeteilten Zahlen 2,4—2,5 g pro Liter 
fir handelsmaBige Marktmilch iibereinstimmt. Sehr interessant 
sind die individuellen Schwankungen von Euterviertel zu Euter- 


viertel, von Tier zu Tier. Von 1,2 g bis zu 4g im Liter be- © 


wegen sich die einzelnen Werte, wenn auch die extremen 


Zahlen selten sind; die Kinzelwerte schwanken ziemlich nahe ; 


um den Mittelwert. 


LaBt man sich nun von dem Gedanken leiten, den Gehalt | 





der Gemelke an Citronensiure in Beziehung mit anderen Milch- © 


bestandteilen zu bringen und vergleicht man zu diesem Zweck 
die Citronensiurewerte der Viertel mit den entsprechenden 
Milchzuckerwerten, so fiihrt nur der Vergleich der Viertels- 
gemelke des Kinzeltieres zum Ziel. Die Beziehung ist dann 
derart, daB im allgemeinen einem héheren Milchzuckergehalt 
des Gemelkes ein héherer Gehalt an Citronensiure entspricht. 
Mit wenigen Ausnahmen finden wir bei vorstehend angegebener 
Betrachtungsweise diese Art der Verkettung der beiden Milch- 


bestandteile bestatigt; in der Spalte ,,Bemerkungen“ ist von / 
Fall zu Fall darauf hingewiesen. Besonders zutreffend ver- | 


anschaulichen diese Beziehung die Euterviertel der Kiihe 435, 
432, ferner 421 und 442. Selbst geringe Schwankungen im 
Gehalt an Citronensiure passen sich bei diesen Milchproben 
den Verinderungen im Gehalt an Milchzucker an. 


Die Verkniipfung der Citronensiure mit dem Milchzucker | 


in der Weise, daB bei vergleichender Betrachtung der Viertels- 


Aa a a es oS 


pre IN, Be. ——s i rag yon rey 
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gemelke ein und derselben Kuh im allgemeinen mehr Milch- 
zucker auch mehr Citronensiure entspricht, mu8 logischerweise 
bei pathologisch secernierter Milch mit ihrem mehr oder 
weniger, aber immer deutlich erkennbar verringertem Milch- 
zuckergehalt zu einer Verminderung des Gehaltes der be- 
treffenden Milch an Citronensaure fiihren. Das trifft denn auch 
durchwegs bei Milchproben zu, deren hohe Chlorzuckerzahlen 
keinen Zweifel mehr an einer anormalen Sekretion zulassen. 
Bei einem Milchbestandteil, der, wie Citronensiure, immerhin 
nur in verhaltnismiBig geringer Menge vorhanden ist, wird die 
Abnahme bei erst beginnender Sekretionsstérung natiirlich 
weniger deutlich erkennbar sein. Die Chlorzuckerzahl wird 
schon eine betrichtliche Héhe erreicht haben und damit die 
Erkrankung des Driisenviertels in ein vorgeriickteres Stadium 
getreten sein, bis auch die Abnahme des Citronensiuregehaltes 
die gestérte Sekretion erkennen 14Bt. Auch in diesem Falle 
kann nur der Vergleich der Citronensiurewerte der Viertels- 
gemelke des Hinzeltieres die Erkrankung eines Viertels an 
einem jeweils erheblich verringertem Citronensaiuregehalt demon- 
strieren. So weisen z. B. die erkrankten Vierel I und III der 
Kuh 414 mit 0,27 bzw. 0,26 Werte auf, die dem Gehalt durch- 
aus normaler Viertel an Citronensiure entsprechen; ein Ver- 
gleich jedoch mit dem Viertel II dieser Kuh mit 0,32 °/, 
Citronensaiure laBt ohne weiteres erkennen, dab der Citronen- 
siuregehalt der Sekrete dieser Kuh, wie er in diesem letzt- 
genannten Viertel zum Ausdruck kommt, ein héherer ist. Auch 
das erkrankte Viertel I der Kuh 403 zeigt mit 0,26 °/, Citronen- 
siure eine deutliche Verringerung gegeniiber den gesunden 
Vierteln mit 0,30—0,32°/, Citronensiure. Bei Milchen mit 
an und fiir sich geringerem Gehalt an diesem Milchbestandteil 
sind die Unterschiede untereinander entsprechend kleiner, so 
z. B. Viertel I der Kuh 420 mit 0,20°/, gegeniiber 0,22 bis 
0,23 °/, der Viertel IIT und IV. Bei den durchwegs anormal 
secernierenden Driisenvierteln der Kuh 435 zeigt IV, das an- 
scheinend noch am wenigsten in Mitleidenschaft gezogen ist, 
wie die gegentiber den anderen Vierteln betrichtlich erniedrigte 
Chlorzuckerzahl anzeigt, den héchsten Gehalt an Citronensiure, 
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gegeniiber den Vierteln I, II und III mit héheren Chlorzucker- 
zahlen und geringeren Werten an Citronensiure. Die gréBte 
Verringerung an Citronensiure weisen die Viertel IV von Kuh 


432 mit 0,20°/, Citronensiure und 3,52°/, Milchzucker und ' 


namentlich Viertel III der Kuh 413 mit einem Mindestgehalt 
von 0,12°/, Citronenséure, dem ein ebenso betrichtlich ver- 
ringerter Gehalt an Milchzucker mit nur 2,79°/, koordiniert 
ist, auf. Grenzzahlen fir den Gehalt an Citronensdure einer 
normal secernierten Milch festzusetzen, ist vorliufig wohl nicht 
angingig; dazu bedarf es noch umfangreicherer Untersuchungen. 
Immerhin wird man sagen kénnen, dab der Citronensiéure- 
gehalt der Milch schwer erkrankter Euterviertel unter 0,2 °/, 
sinken wird. 

Vergleichen wir nun den Citronensiuregehalt der Milch- 
proben der verschiedenen Kiihe, so sehen wir, daB letzterer 
nicht unbetrachtlichen Schwankungen unterworfen ist. Als 
Durchschnittsgehalt der Kuhmilch an Citronensiure errechnet 
sich, wie schon erwahnt, ein Wert von 0,27°/,. Merklich 
héhere Werte weisen die Viertel der Kuh 421 auf mit 0,37 °/, 
in dem Gesamtgemelk und 4,63°/, Zucker. Fiir 0,37 °/, Citronen- 
siure hatte man nach dem bisher gesagten einen entsprechend 
héheren Gehalt an Milchzucker voraussetzen kénnen. Nachdem 
dies nicht zutrifft, liegt eine Milch vor, die an und fir sich 
héheren Citronensiure- und geringeren Milchzuckergehalt auf- 


weist. Innerhalb der Viertelsgemelke tritt jedoch der Parallelis- 
mus zwischen Milchzucker- und Citronensiuregehalt mit aller 


Deutlichkeit wieder hervor. Das Gegenstiick zu 421 bilden 


die Milchproben der beiden Kihe 349 und 420, von letzterer j 
das erkrankte Viertel I ausgenommen. Beide Male liegen © 
Proben mit verhiltnisma8ig geringem Citronensiuregehalt und ~ 
wider Erwarten sehr hohem Zuckergehalt vor. Innerhalb der — 
Gemelke jedoch wieder Parallelismus zwischen den beiden | 
Milchbestandteilen. Wie eingangs schon darauf hingewiesen: _ 
die bestehende Beziehung zwischen Milchzucker und Citronen- | 
siuregehalt der Milchproben tritt nur zutage bei Vergleich | 
der Viertelsgemelke ein und derselben Kuh. Es bildet nicht — 
das Gesamtgemelk der Kuh, sondern, um mit Késtler zu @ 
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sprechen, die Milch des getrennt ermolkenen Euterviertels die 
sekretorische Kinheit, in deren Zusammensetzung die Higenart 
der Kuh, die auf die physiologischen Verhiltnisse begriindete 
Anlage des Einzeltieres zum Ausdruck kommt. Es mag diese 


| Tatsache nichts neues sein fiir denjenigen, der sich eingehender 


mit der Chemie der Milch beschiftigt und Gelegenheit hat, 
selbe am Ort der Produktion zu studieren, verdient aber all- 
gemeinere Beachtung zu finden. 

Die Beziehung zwischen dem Milchzucker- und dem Citronen- 


i siuregehalt einer Milch findet eine Fortsetzung bei Hin- 


beziehung weiterer organischer Bestandteile des Sekretes, niim- 


1 lich des Gehaltes der Milch an Casein- und serumgeliéstem 


Stickstoff in unsere Betrachtungen. Unter letzterem sei der 
Stickstoff aller jener eiweiBartigen und nichteiweiBartigen Kérper 
der Milch verstanden, die nach Abscheidung des Caseins durch 
verdiinnte Essigsiure im Filtrat verbleiben (vorwiegend Albumin 
und Globulin, Reststickstoff), Verschiedentlich ist darauf hin- 


} gewiesen worden, da8 in anormal secernierter Milch eine Ab- 


nahme des Caseinstickstoffs und eine Zunahme des serum- 


' gelésten Stickstoffs zu beobachten ist. Bei Vergleich der Werte 
> des Casein- und serumgelisten Stickstoffs mit dem Gehalt der 


betreffenden Milchprobe an Milchzucker und Citronensdure 
erkennt man ohne weiteres den Zusammenhang dieser orga- 


nischen Milchbestandteile. Héherem Milchzuckergehalt ent- 


spricht héherer Citronensiuregehalt, héherer Gehalt an Casein- 


* stickstoff, geringerer Gehalt an serumgeléstem Stickstoff. Fast 


durchwegs passen sich die Werte des Caseinstickstoffs den 


jeweiligen héheren oder geringeren Werten fir Milchzucker 


und Citronensiure an. Besonders instruktiv sind die Proben 


' der Kihe 414, 422, 420 und 411. Nachdem nun ein Zu- 


sammenhang der drei Milchbestandteile in angefiihrter Weise 


> besteht und weiterhin bei gestérter Sekretion eine Abnahme 
J des Milchzuckers und des Citronensiuregehaltes der Milch 
7 cintritt, ist die Abnahme des Gehaltes an Caseinstickstoff in 
| einer anormal secernierten Milch die folgerichtige Auswirkung 
+ des physiologischen Prozesses. Eine besondere Kigenheit kommt 
® letzterem jedoch in diesem Falle zu, nimlich einen Ausgleich 
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zwischen dem Gehalt an Casein- und serumgeliéstem Stickstoff 
in der schon angefiihrten Weise zu schaffen, daB einer Ver- 
ringerung an Caseinstickstoff eine Zunahme an serumgeléstem 
Stickstoff entspricht. Der Ausgleich ist derart, daB die Menge 


des Gesamtstickstoffs der jeweiligen Viertel des Kinzeltieres | 
nahezu die gleiche ist. Krwihnenswert sind in diesem Falle 


die Gemelke der Kiihe 414, 422 und 420. 


Kine ahnliche Erscheinung, wie die Zunahme an serum- 
gelistem Stickstoff bei gleichzeitiger Abnahme des Caseinstick- ~ 
stoffs kennn wir ja bereits in dem zunehmenden Chlorgehalt ; 
einer Milch, bei abnehmendem Milchzuckergehalt. Handelt es | 
sich in diesem Falle wahrscheinlich darum, durch Heriber- | 
nahme von Chlornatrium aus dem Blut einen Ausgleich im © 
osmotischen Druck der anormal secernierten Milch zu schaffen, ~ 
so ist der Ausgleich im Gehalt an Stickstoffisubstanzen der- | 
artiger Milch durch ganz andere Umstinde veranlaft. Wir — 
sind wohl zu der Annahme berechtigt, daB die Zunahme an © 
serumgeléstem Stickstoff bei gleichzeitiger Abnahme des Casein- 4 
stickstoffs durch das Unvermégen der erkrankten Driise hervor- — 
gerufen ist, aus den Aminosiuren des serumgeldsten Stickstoffs — 
Casein in normaler Menge aufzubauen. Eine weitere Be- | 
kraftigung dieser Annahme kénnen wir darin erblicken, daB | 
mit der Abnahme des genuinen KiweiBkirpers Casein eine © 
solche des Milchzuckers und der Citronensiure Hand in Hand 7 
geht, daB die erkrankte Driise in hohem MaBe die Fahigkeit | 
verloren hat, derart hoch komplizierte organische Korper, wie — 
sie die drei genannten Milchbestandteile darstellen, in normaler — 
Menge zu bilden. Auf diese Verhaltnisse noch naher ein- © 
gehende Versuche sind in Angriff genommen und es muB | 
weiteren Untersuchungen vorbehalten bleiben, unsere Anschau- 7 
ungen iber den Stickstoffumsatz bei gestérter Sekretion zu 


vertiefen. 


Zusammenfassung. 


Mittels der Mikro-Zentrifugiermethode (Pentabromaceton- | 
methode) wurde der Citronensiuregehalt getrennt ermolkener | 
Viertelsgemelke im Durchschnitt zu 0,27°/, oder zu 2,7g pro | 
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‘) Liter Milch ermittelt und somit der bisher vergeblich gesuchte, 


aber theoretisch erwartete und von Séldner zu 0,252°/, be- 
rechnete Citronensiuregehalt der Kuhmilch gefunden. 
Beachtenswert sind die individuellen Schwankungen des 
Citronensiuregehaltes von Euterviertel zu Euterviertel, von 
Tier zu Tier. Die Einzelwerte schwanken ziemlich nahe um 


4 den Mittelwert 0,27°/,; in extremen Fallen bewegen sich die 


Werte: bis zu 0,40°/,, sinken bei anormaler Milch bis zu 
0,12 °/, ab. 

Es bestehen Beziehungen zwischen dem Citronensiure- 
und dem Milchzuckergehalt einer Milch. Diese Zusammen- 
hinge sind nicht erkennbar in der Durchschnittsmilch mehrerer 
Gemelke, sie sind auch nicht erkennbar in dem EHinzelgemelk, 
sie werden nur erkennbar beim Vergleich der Viertels- 
gemelke ein und derselben Kuh; es stellt somit das ge- 
trennt gewonnene Viertelsgemelk eine EKinheit dar. Die Be- 


> ziehung ist dann derart, da8 im allgemeinen einem hdheren 


Milchzuckergehalt ein héherer Citronenséuregehalt entspricht. 
Demzufolge zeigt pathologisch secernierte Milch mit ihrem 


| mehr oder weniger, aber immer deutlich verringertem Milch- 
> zuckergehalt auch einen geringeren Citronensiuregehalt. Damit 
| tritt letzterer in Beziehung zu der sog. Chlorzuckerzahl der 


betreffenden Milch: Sekrete mit abnorm hoher Chlorzuckerzahl 
werden betrichtlich geringeren Gehalt an Citronensdure auf- 


} weisen. Ohne sich auf sog. Grenzwerte festzulegen geht aus 


den vorliegenden Untersuchungen hervor, daB der Citronen- 


; siuregehalt der Kuhmilch bei gestérter Sekretion bis zu 0,20 °/, 
7 und darunter sinken wird. 


Des weiteren bestehen Beziehungen zum Stickstoffgehalt 


und der Art der Stickstoffverbindungen des Gemelkes. Ein- 
7 gehendere Untersuchungen in dieser Richtung sind in Aussicht 
> genommen. 
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Notiz tiber 
das Vorkommen des Gitogenins in den Digitalisblattern. 


Von 


A. Windaus und J. Brunken. 





(Aus dem Allgemeinen Chemischen Universitaétslaboratorium Géttingen.) 
(Der Redaktion zugegangen am 26. Mirz 1925.) 





Im Jahre 1912 hat R. Tambach?) aus Digitalisblaittern 


> einen neuen, gut krystallisierten Stoff isoliert und ihm den 


Namen Gitin erteilt. Es bildet glinzende Nadeln vom Schmelz- 
> punkt 271—273°, ist unléslich in Wasser, schwer léslich in 
> kaltem Alkohol, leicht léslich in Chloroform und gibt bei der 
> Analyse 73,68°/, C und 10,83°/, H. Es liefert nicht die 
charakteristischen F'arbenreaktionen des Digitoxins und Digitalins 
und ist physiologisch unwirksam. 

q In seinem Jahresbericht XXXVI (1922)?) hat E. Merck 
') ,liber einen neuen, gut krystallisierten, das Digitoxin begleiten- 
den Digitaliskérper“ berichtet, der in seinem Schmelzpunkt 
} seiner Krystallform und seinem Verhalten gegeniiber Lésungs- 
) mitteln dem Gitin iiberraschend ahnlich ist, sich aber in seiner 
| Zusammensetzung (71,27°/, C, 9,92°/, H) von ihm unter- 
| scheiden soll. | 

‘ Durch das Entgegenkommen der Firma E. Merck und des 
> Herrn Geheimrat Kiliani sind wir in den Besitz dieses Materials 
» gelangt und haben zunichst festgestellt, daB es kein Glykosid 
“j und kein Lacton ist, also chemisch nicht in die Gruppe der 
» Digitalis-Herzgifte gehért. Bei der Analyse des sorgfaltig 





1) Chem, Zbl. 19121, S. 1841. 
*) §. 86. : 
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88 A. Windaus und J. Brunken, 


getrockneten Materials haben wir 74,20°/, C und 9,94°/, H 
gefunden; unsere Kohlenstoffwerte sind also héher als die von 
EK. Merck angegebenen und stimmen leidlich mit denjenigen 
von R. Tambach iiberein; ein Unterschied in der analytischen 
Zusammensetzung besteht daher bei beiden Priaparaten nicht. 

Kin Stoff von sehr ahnlichen Kigenschaften wie das Gitin 
ist bereits von Windaus und Schneckenburger’) als Spalt- 
stiick des Gitonins, eines Saponins aus Digitalissamen, 
aufgefunden und als Gitogenin bezeichnet worden; es krystalli- 
siert in prachtigen Nadeln, schmilzt bei 271—272°, enthilt 
auf Grund der Analyse 74,26°/, C und 10,49°/, H und soll 
die Formel C,,H,,0, besitzen. Durch einen ausftihrlichen 
Vergleich haben wir festgestellt, da® der Mercksche ,,das 
Digitoxin begleitende Digitaliskérper“ tatsichlich mit Gitogenin 
identisch ist. Ks ist vielleicht von Interesse, daB das , Aglykon“ 
des in den Samen vorhandenen Gitonins in freiem Zustande 


in den Blattern auftritt. Die naheliegende Annahme, daB das © 


Gitogenin gar nicht als solches vorgebildet sei, sondern ein 
durch Pflanzensiuren entstandenes Zersetzungsprodukt eines 
Blattgitonins darstelle, scheint uns darum nicht wahrschein- 
lich zu sein, weil sich das Digitoxin unzersetzt neben dem 
Gitogenin in den Extrakten vorfindet. Wenn bei der chemischen 
Aufarbeitung der Digitalisblatter eine Zersetzung der Glykoside 
stattfinde, miBte das von Séuren viel leichter angreifbare 
Digitoxin ebenfalls gespalten werden. Méglich erscheint es 
allerdings, daB ein in dem Blatterextrakt vorhandenes spezi- 
fisches Ferment das Gitonin hydrolysiert habe. 


Analytische Belege. 


Der ,,Digitaliskérper“ der Firma E. Merck wurde wieder- 
holt aus Alkohol umkrystallisiert und zur Analyse im Vakuum 
bei 118° tiber Phosphorpentoxyd getrocknet. 


0,1014 g Substanz gaben 0,2761 g CO,, 0,0886 g H,0. 
0,1006 g : »  0,2783 g CO,, 0,0908 g H,0. 
C,.H,,0, Ber. C 74,58°/, H 10,12°/, 
Gef. , 14,28 1411  ,, 9,77 10,10 





1) Chem. Ber. 46, S. 2631 (1918). 
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Das durch Kochen mit Essigsiureanhydrid dargestellte 


Diacetylderivat krystallisierte in Nadeln vom Schmelz- 
punkt 240—242°. 


3,066 mg Substanz gaben 7,890 mg CO,, 2,519 mg H,0O. 
0,1020¢ ,, »  0,2687 g CO,, 0,0829 g HO. 
C,.H,.0,(C,H,0), Ber. C 171,66 H 9,23°/, 
Gef. ,, 71,61 71,86 ,, 9,87 9,094) 
0,0145 g Substanz in 0,1063 g Campher gaben 10,8° Erniedrigung. 
Mol.-Gew. C,,H,,0, Ber. 502 Gef. 505 
Acetylbestimmung: 
0,2489 g Substanz verbrauchten in der Siedehitze 4,82 cem n/5- 
Natronlauge. 
0,2470 g Substanz verbrauchten 4,90 cem n/5-Lauge. 
CreH,.0,(C,H;,0), Ber. C,H,O 17,13°/, Gef. C,H,O 16,67 17,07%, 
Das Dipropionylderivat krystallisierte in Blattchen 
vom Schmelzp. 198—199°.?) 
Das mit Pyridin und Benzoylchlorid bereitete Dibenzoyl- 
derivat krystallisierte aus Alkohol in Nadeln vom Schmelz- 
punkt 223—225° 


3,002 mg Substanz gaben 8,456 mg CO,, 2,272 mg H,0. 
C,.H,.0(C,H,0), Ber. C 76,63%,  H 8,05%, 
Gef. ,, 76,86 » 8,47 

Auch bei der Oxydation mit Chromsaureanhydrid verhielt 
sich das Mercksche Material ganz wie Gitogenin. Die er- 
haltene Saéure schmolz nach dem Umkrystallisieren aus Essig- 
siure bei 243—244° (Gitogensiiure 242—243°) und lieferte mit 
Diazomethan einen bei 143—145° schmelzenden Dimethylester 
(Gitogensiure-dimethylester 145—146°), 

SchlieBlich haben wir uns in allen Fallen davon iiber- 
zeugt, daB die Schmelzpunkte der hier angefiihrten Stoffe nicht 
verandert wurden, wenn die Bestimmung nach Vermischen mit 
den entsprechenden Gitogenin-derivaten wiederholt wurde. 





1) Windaus u. Schneckenburger (a. a. 0.) machen fiir das 
Diacetylgitogenin folgende Angaben: lange Nadeln, Schmelzp. 243—244°, 
C 71,88°/,, H 9,34°%,. 

i 7) Windaus u. Schneckenburger: lange Blittchen, Schmelz- 
punkt 195—196°, 
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Zur Untersuchung tryptischer Verdauungsgemische 
mit der. colorimetrischen Methode zur Bestimmung von 
Aminosaduren nach Folin. 


Von 


J. Ellinghaus. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitat in Berlin.) 
(Der Redaktion zugegangen am 29, Marz 1925.) 


Vor einiger Zeit hat Y. Uwatoko') im hiesigen Institut 
gefunden, daB sich die von O. Folin?) vorgeschlagene colori- 
metrische Methode zur Bestimmung kleiner Mengen Amino- 
sauren im Blut auch sehr gut auf peptische Verdauungslésungen 


anwenden lat. Freilich machte zunichst die villige Ent- © 
eiweiBung der Verdauungslésungen einige Schwierigkeiten; es ~ 
lieB sich aber dann endlich auch mit dieser Methode feststellen, — 
da8 bei der Pepsinverdauung keine Peptid- und Imidbindungen ~ 


gelést werden. Ferner konnte man mit groBer Schirfe nach- 
weisen, daB schon durch die zur Verdauung benutzte Salzsiure 


allein eine deutliche Ammoniakabspaltung stattfindet. Diese 
ist friher auf das Konto der Pepsinwirkung geschrieben worden, ~ 


was jedenfalls nicht ohne weiteres richtig ist. 


Wir haben nun versucht mit dieser auferst bequemen ~ 
colorimetrischen Methode auch die tryptische Verdauung zu ~ 
verfolgen und haben eine Reihe von Versuchen angestellt, in 
denen wir die alteren Untersuchungsverfahren zur Bestimmung © 


des Aminosiurestickstoffs mit der neuen colorimetrischen Methode 


verglichen haben. 


1) Diese Zs. Bd. 139, S. 76 (1924). 
2) Jl. of Biol. Chem. Bd, 51, S. 877 (1922). 
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Hierbei stellte sich heraus, daB die verschiedenen Methoden 
fast alle ungefahr dieselben Werte liefern. Wenn auch im 
einzelnen ja langst nachgewiesen ist, daB jede der 4Alteren 
Untersuchungsmethoden ihre Mangel hat und nicht bei allen 
Aminosauren absolut genau arbeitet, so scheinen in den Ver- 
dauungslésungen mit ihrem bunten Gemenge von Aminos&uren 
sich die Fehler praktisch auszugleichen. 

Es wurde zunichst der Aminosaurestickstoff in einer 
Hydrolysenfliissigkeit, die durch Schwefelsaurewirkung erhalten 
war, bestimmt. Etwa 2g Casein Hammarsten ‘wurden am 
RiickfluBkihler mit 25ccm 20°/,iger Schwefelsiure 14 Stunden 
lang tiber freier Flamme gekocht. Die Biuretreaktion war 
nach dieser Zeit in der Spaltungsfliissigkeit nicht mehr vor- 
handen. Jetzt wurde mit Baryt genau neutralisiert, vom 
Niederschlag abfiltriert, und der Riickstand zweimal mit Wasser 
ausgekocht. TFiltrat und Waschwiasser wurden bei neutraler 
Reaktion auf dem Wasserbade auf ein handliches Volumen 
gebracht und nun nach Zusatz von iiberschiissigem Barium- 
carbonat das Ammoniak im Wasserdampfstrom abgetrieben. 
Nachdem dann auch das Bariumcarbonat wieder entfernt worden 
war, enthielt die Fliissigkeit 165,4 mg Stickstoff im Mittel 
mehrerer N-Bestimmungen nach Kjeldahl. Die Bestimmung 
des Aminosiurestickstoffs nach van Slyke ergab im Mittel 
143,7 mg, d. h. 86,6°/, des Gesamtstickstoffs. Die Bestimmung 
nach der Formoltitration nach Sérensen ergab 154 mg N, 
demnach 93,4°/, des Gesamtstickstoffs. Nach der colori- 
metrischen Methode von Folin wurden im Mittel 165 mg N 
(100°/, des Gesamtstickstoffs) gefunden. Diese letzte Zahl ist 
sicher wohl zu hoch, denn zweifellos ist nicht der samtliche 
Stickstoff in Form von Aminosiurestickstoff in der Spaltungs- 
fliissigkeit enthalten. Er liegt aber doch nahe genug an den 
Werten, die von den Autoren der betreffenden Methoden selbst 
gefunden sind. Es geben an als formoltitrierbaren Stick- 
stoff nach der Saurehydrolyse des Caseins Henriques und 
Gjaldbak*) 83,4°/, vom Gesamtstickstoff und van Slyke?) 


1) Diese Zs. Bd. 75, S. 868 (1911). 
*) Chem. Ber. Bd, 48, S. 3170 (1910). 
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42 J. Ellinghaus, 


findet bei der Spaltung von Ovalbumin 85,2°/, als Amino- 
stickstoff. 

Wir haben dann ferner eine tryptische EiweiBverdauungs- 
lésung untersucht. Es wurde 1g Casein Hammarsten mit 1 g 
Pankreatin (Kahlbaum) in einer 0,5°/,igen Sodalésung auf- 
geschwemmt und das Ganze nach Zugabe von Toluol bei 37° im 
Brutschrank verdaut. Nach bestimmten Zeiten wurden ab- 
gemessene Proben abpipettiert, mit wolframsaurem Natrium und 
Schwefelsiure. enteiweiBt und nach den drei verschiedenen 
Methoden auf Aminostickstoff untersucht. Nach der EnteiweiBung 
gab das Filtrat immer noch Biuretreaktion; wir haben die 
Mengen biuretgebender Substanz, die noch in Lésung waren, durch 
Vergleich mit Biuretreaktionen von bekanntem Eiweifgehalt 
colorimetrisch bestimmt und gefunden, daB 1ccm Filtrat etwa 
noch 1 mg Casein entsprechend biuretgebende Substanz enthielt. 
Das Ammoniak wurde aus der Liésung durch Durchsaugen 
eines kraftigen Luftstromes bei schwach alkalischer Reaktion 
entfernt. Die Lésungen gaben zum SchluB keine Reaktion 
mehr mit Nesslerschem Reagens. Die Versuchsergebnisse 
sind in folgender Tabelle zusammengestellt: 








Dauer |Temp,| Aminostickstoff in mg auf 
Lfd.| Verdauungslésung des in 100 mg Casein 























Nr. | (wie beschrieben) | Versuchs| Grad ni 
Stdn. GC |Sérensen Slyke Folin 
1 | Casein + Pankreatin 8 37 3,36 3,79 8,73 
2 desgl. 5 87 3,6 4,0 4,8 
3 desgl. 48 87 5,88 5,65 | 5,89 
4 desgl. 4 37 _ — 3,6 
5 desgl. 18 87 sie lar 4,4 
6 desgl. 19 37 tne _ 5,83 








Vergleicht man diese Resultate mit denen, die z. B. 
Sérensen?) verdéffentlicht hat, so findet man fast die gleichen 
Zahlen. Sérensen hat eine 2°/,ige Caseinlésung mit */, des 
Volumens einer 0,2°/,igen Pankreatinlésung verdaut. Auf 
100 ccm dieser Lésung werden 3 ccm Normalnatronlauge zu- 





*) Biochem. Zs. Bd. 7, 8. 45 (1908). 
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gesetzt; dann wird bei 37° im Brutschrank verdaut. Er be- 
stimmte dann den nicht durch Gerbsaiure fallbaren Stickstoff 
und ferner den Aminostickstoff nach seiner Methode. Seine 
Ergebnisse sind folgende: 














Dauer des Auf 100 mg Casein 

Lenufende;  Verdauunge- Versuchs | gefundene mg formol- 
Nummer flissigkeit Stdn. titrierbarer Stickstoff 

1 Casein + Pankreatin 6 4,86 

2 desgl. 6 5,00 

3 desgl. 30 6,15 

4 desgl. 30 6,13 

5 desgl. 150 7,23 

6 desgl. 150 7,28 











Da bei unseren kurzdauernden Versuchen die Biuretreaktion 
in den Verdauungsgemischen noch nicht verschwunden war und 
die diese Reaktion liefernden K6érper immerhin eine Fehler- 
quelle fiir die colorimetrische Bestimmung sein konnten, haben 
wir ferner Versuche einer protrahierten Fibrinverdauung an- 
gesetzt. Lie8 man Fibrin mit Pankreatin in Lésung 3 Monate 
lang im Brutschrank stehen, so war nach dieser Zeit die 
Biuretreaktion voéllig verschwunden; es wurde von den un- 
gelésten Flocken abfiltriert und im klaren ammoniakfreien 
Filtrat der Stickstoffgehalt nach Kjeldahl und dann der 
Aminostickstoff nach Sérensen, nach van Slyke und nach 
Folin bestimmt. Es ergab sich: 








Kjeldahl van Slyke | Sérensen Folin 








47,8 mg N 17,5 mg N 15,2 mg N | 15,56mg N 











Die Zahlen liegen sehr nahe beieinander und ergeben 
einen Aminosiurestickstoff von rund 33,85°/, des Gesamtstick- 
stoffs. Wir haben endlich auch auf Casein nacheinander eine 
Pepsin- und dann eine Erepsinlésung einwirken lassen, aber 
nach 3 Monaten zeigte die Flissigkeit immer noch eine schwache 
Biuretreaktion. Méglicherweise waren unsere Fermentlésungen 
nicht kraftig genug, obwohl sie in Vorproben gute Verdauungs- 
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resultate gegeben hatten. Wir haben nach 8 Monaten den ~ 
Versuch abgebrochen, die Lésung durch ein Ultrafilter aus — 
Collodium filtriert, das fiir Starke und Casein undurchlassig 
war, und in dem klaren Filtrat Gesamtstickstoff nach Kjeldahl 
und den Aminosaéurenstickstoff nach van Slyke und nach 
Folin bestimmt. Es wurde gefunden: 








Kjeldahl van Slyke | Folin 











13,6 mg N 4,23 mg N | 5,25 mg N 


Die Spuren biuretgebender Substanzen sind unberiick- 
sichtigt geblieben. 

Also auch hier ergibt sich mit der colorimetrischen Methode 
eine gute Ubereinstimmung mit den Alteren Resultaten. Es 
sind 34,9°/, des Gesamitstickstofis in Form von Aminosiure- 
stickstoff gefunden worden. 

So empfiehlt sich die bequeme und einfache colorimetrische 
Methode von Folin zweifellos bei der Untersuchung von Ver- 
dauungsgemischen auf Aminosiuren. Der Vorteil den anderen 
Methoden gegeniiber besteht vor allem darin, daB man schon 
mit sehr geringen Fliissigkeitsmengen zu genauen Resultaten 
kommt. Bei dem groBen Interesse, das den nicht polypeptid- 
artigen Bindungen im EiweiB heute entgegengebracht wird, ist 
vielleicht auch die colorimetrische Methode berufen, zu ihrem 
Teil zur Klarung mancher Fragen beizutragen. 














- Versuche zur Darstellung einer Oxyathylmethylmaleinsaure. 
4 I. Uber Derivate der Cyclopropandicarbonsaure. 


Von 


William Kiister und Friedrich Grassner. 





(Mitteilung aus dem Labor. fir organ. u. pharmac. Chemie der Techn, Hochsch. Stuttgart.) 
(Der Redaktion zugegangen am 29. Marz 1925.) 


Bei der Oxydation des Haimatoporphyrindimethylathers 
entsteht ein bei 59° schmelzendes Imid C,H,,0,N, das ohne 
Frage ein Methoxyathylmethylmaleinimid vorstellt.’) Es ist 
héchstwahrscheinlich, daB es das Methoxyl in ,,1“-Stellung 
enthalt (I)?), doch war eine Kontrolle auf synthetischem Wege 
wiinschenswert, um so mehr, als allem Anschein nach bei der 
Oxydation von Bilirubin*) eine Oxyathylmethylmaleinsaure ent- 
steht, die vielleicht das Hydroxyl in ,,2“-Stellung enthalten 
diirfte (II). 








H,C c—CO H,C ee 
I H,b—dn—-b_60 II noH,6—dx,— 4-6 : 
bon, 


So haben wir zunichst die Synthese der 2-Methoxyathyl- 
methylmaleinsiure in Angriff genommen und, vom Malonsiure- 
ester ausgehend itiber den Cyclopropandicarbonsaiure- und den 
Bromathylmalonsiureester zum Acetylderivat des letzteren zu 
kommen versucht. Es sollte dann die Anlagerung von Blau- 





1) Diese Zs. Bd. 94, S, 172 (1915). 
*) Diese Zs. Bd. 188, 8. 126 (1924). 
®) Diese Zs. Bd. 121, 8. 100 (1921). 
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46 William Kister und Friedrich Grassner, 


siure, die Verseifung des Oxynitrils und die Abspaltung von 
Wasser erfolgen. Die Versuche scheiterten daran, daB der 
Bromathylmalonsiureester sowohl bei den MaBnahmen zur 
Einfiihrung des Acetyls wie auch bei denen, welche den Ersatz 
von Brom durch Methoxyl bezweckten, in den Cyclopropan- 
siureester zuriickgefiihrt wurde. Derselbe Ester entstand bei 
der Einwirkung von Athylenbromid auf die Natriumverbindung 
des Acetylmalonsiureesters. 

Im experimentellen Teil werden einige Derivate des 
ersteren beschrieben. 


Experimenteller Teil. 


A. Die Darstellung des Cyclopropan-a,qa’-dicarbonsaure- 
esters wurde nach der Vorschrift von R. Marburg’) aus- 
gefiihrt, die uns zwar keine besseren Ausbeuten als die von 
Fittig?) und Perkin’) angegebenen Verfahren lieferte, die 
aber die Dauer der Operation auf 1 Stunde beschrankte.*) 
Auch hierbei blieben gré8ere Mengen von Malonsiaureester 
unangegriffen, selbst wenn ein Uberschu8 von Athylenbromid 
verwendet wurde. Um sie wiederzugewinnen, eignen sich die 
folgenden Arbeitsweisen. 

a) Man lést 3 g Kaliumhydroxyd in 30g 96°/,igem 
Athylalkohol und gibt zu dieser Lisung 20g des Ester- 
gemisches hinzu, das bei der Fraktionierung der bei der 
Kondensation von 80 g Malonester und 94 g Athylenbromid 
unter dem EinfluB von Natriumalkoholat (11,5 g Natrium in 
150 ccm absolutem Alkohol) entstehenden Stoffe bei 195—210° 
iibergeht und dessen Menge etwa 42 g betragt.®) Die Flissig- 
keit triibt sich und erstarrt, in Kis gestellt, zu einem Krystall- 





1) Liebig, Ann. der Chem. Bd. 294, S. 89 (1896). 

4) Liebig, Ann. der Chem. Bd. 227, S. 13 (1885), 

%) Chem. Ber. Bd. 17, 8. 54 (1884). 

4) Ein von A. Dox [J]. Americ. Chem. Soc. Bd. 48, S. 2097 (1921) 
angegebenes Verfahren wurde noch nicht herangezogen. 

5) Die héher siedenden Anteile (20—30 g) enthalten Phloroglucin- 
ester und ein Kondensationsprodukt, das sich’ aus 2 Mol. Athylenbromid 
mit 1 Mol. Malonester gebildet hat. 
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® brei. Er wird abgesaugt und mit Ather gewaschen. Hier 
> liegt das Kaliumsalz des primiren Malonesters vor, aus dem 

| der saure und auch der neutrale Ester gewonnen werden kann. 
™ Die atherisch-alkoholische Lésung wird mit Wasser versetzt, 
5 die atherische Schicht abgetrennt und getrocknet. Sie hinter- 
1aBt nach Abdestillieren des Athers 5 g Cyclopropandicarbon- 
siureester. 

b) Man leitet in den bei 190—210° siedenden Teil des 
™ Estergemisches bei 0° trockenen Bromwasserstoff bis zur 
‘) Sattigung ein. Nach 12stiindigem Stehen im Vakuum wird 
4 dann unter vermindertem Druck destilliert, wobei zuerst Brom- 
* wasserstoff fortgeht, worauf unter 8 mm Druck bei 86—87° 
‘ Malonester und hierauf bei 132—134° Bromathylmalonester 
') iibergeht, der als eigentiimlich riechendes farbloses Ol erhalten 
') wurde, das sich an Luft und Licht unter Entweichen von 
+ Bromwasserstofi rasch gelb bis braun farbt, so daB die Rein- 
> darstellung nicht gelungen ist. Eine frisch destillierte Probe 
> gab z. B. folgendes Resultat: 

q 0,2410 g Substanz gaben 0,1636 g AgBr. 
C,H,,0,Br Ber. Br 29,93 °/, Gef. Br 28,89 °/, 

Die Ausbeute belief sich aus 160 g Malons&ureester auf 
34g, wihrend 60g des eingesetzten Esters zuriickgewonnen 
") wurden. 


Kinwirkung von Natriumiathylat auf den 
Bromathylmalonester. 


4 Zu 40 g Ester gie8t man eine Lisung von 3,6 g Natrium 
in 86 g absoluten Athylalkohol. Sofort scheidet sich ein 
) dicker, weiBer Niederschlag ab. Nach 24stiindigem Stehen 
') bei Zimmertemperatur und darauffolgendem 5stiindigen Kochen 
+ am Rickflu’ktihler auf dem Wasserbade ist die Reaktion an- 
nihernd neutral. Man tragt in Wasser ein und athert die 
Liésung aus. Bei der Destillation des Riickstandes der 
itherischen Lésung gehen bei 206—209° unter gewéhnlichem 
Druck 18 g reiner Cyclopropandicarbonsaureester iiber. 
0;1271 g Substanz gaben 0,3176 g AgJ (Zeisel). 
C,H,,0, Ber. C,H, 31,18°%,  Gef. C,H, 30,92 %/, 
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Zur Verseifung des Cyclopropandicarbonsaureesters wird © 
er mit einem Uberschu8 einer konzentrierten alkoholischen © 
Kalilauge 4 Stunden am RiickfluBkthler auf dem Wasserbade ~ 
gekocht, worauf der Alkohol abdestilliert und der Riickstand © 
in wenig Wasser gelést wird. Auf Zugabe verdiinnter Schwefel- ~ 
siure erfolgt Abscheidung von Kaliumsulfat. Man filtriert ab ~ 
und extrahiert die saure Lisung erschépfend mit Ather. Die ’ 


reine Cyclopropandicarbonséure schmilzt bei 138°. 


Zur Darstellung der §-Bromithylmalonsiure werden 19g © 
Cyclopropandicarbonsaure in einem Stépselzylinder mit so viel 7 
rauchender 66°/,iger Bromwasserstoffsiure, als zur Lisung © 
eben hinreichend ist, geschiittelt. Nachdem sich die Saiure 7 
klar aufgelést hat, erstarrt die Flissigkeit zu einer Krystall- © 
masse, die dann iiber Asbest abgesaugt und nach dem An- © 
streichen auf Ton iiber Atzkali getrocknet wird, Aus Chloro- | 
form kommt die Saure in kleinen warzenformigen Krystallen — 
heraus, die bei 116° schmelzen. Ausbeute 16 g. Bei der © 
Veresterung von 8,4 g, gelést in 120 ccm absolutem Methyl- 7 
alkohol und 12 cem konz. Schwefelsiure, durch 5stiindiges Kochen | 
am RiickfluBkihler wurden 6,6 g eines bei 190° siedenden 7 
Ols (Siwoloboff) erhalten, das nicht rein war, weil ein kleiner © 


Teil des Broms durch Methoxyl ersetzt worden war: 


0,1260 g Substanz gaben 0,0978 g AgBr. — 0,0788 g Substanz gaben 4 


0,1690 g AgJ (Zeise)). 
C,H,,0,Br Ber. Br 33,44 %, CH, 12,55 %, 
Gef. ,, 32,82 ,, 9 18,68 ,, 


Auch beim Ersatz der Schwefelsiure durch Bromwasserstofi q 
wurde kein besseres Resultat erhalten. Erst die Veresterung — 
mit Diazomethan fihrte zu einem Stoff mit richtigem Brom- | 


gehalt. 


0,1272 g Substanz gaben 0,1008 g AgBr. — 0,0700 g Substanz gaben — 


0,1278 g AgJ. 
Gef. Br 33,55 %/, CH, 11,65 °%, 


Der Siedepunkt wurde bei 216° gefunden (Siwoloboff), ; | 
nachdem eine Fraktionierung erfolgt vor, wobei der Hauptteil © 


bei 150—152° und 28 mm tibergegangen war. 
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Versuche zur Gewinnung des Acetyl—Bromithyl- 
malonesters. 


Nachdem ein erster Versuch gezeigt hatte, daB eine Um- 


: setzung des Bromithylmalonesters in Atherischer Lisung mit 
’ Acetylchlorid unter dem EinfluB von Pyridin nicht erreicht 


wird — der Ester wurde unveraindert zuriickerhalten —, 


] wurden 7g Ester in 80 ccm trockenem Toluol geldst, die 
') Losung mit 2g Acetylchlorid und 5 ccm trockenem Pyridin 


| ' versetzt und 3 Stunden im Olbad am RiickfluBkihler erhitzt. 
_ | Es entstand eine Triibung, die sich schlieBlich als Ol absetzte. 


| Nach den Abdestillieren des Toluols wurde der Riickstand im 
* Vakuum der fraktionierten Destillation unterworfen. Bei 


| j 10 mm Druck gingen bei 96° etwa 3 g tiber, die sich als 
' 4 Cyclopropandicarbonsiureester erwiesen, dann folgten bei 134° 
' 4 noch etwa 2 g unverinderter Bromathylmalonester. 


Bei einem weiteren Versuch wurden 18,3 g Ester in 


' 50 ccm absolutem Ather gelést und in die Liésung 1,2 g 


- | Natrium in Drahtform eingetragen, wonach sich unter leb- 


; | hafter Wasserstoffentwicklung ein gallertartiger Niederschlag 
? bildete. Es wurde auf dem Wasserbade erwirmt, bis alles 
* Natrium in Reaktion getreten ist und dann 4g frisch destil- 
+ liertes Acetylchlorid hinzugegeben. Nach 31/,stiindigem Er- 
} warmen hatte sich der gallertartige Bodensatz in ein krystal- 
? linisches Pulver verwandelt. Die Vakuumdestillation ergab 
7) nach dem Abfiltrieren. der Krystallmasse und Abdestillieren 
> des Athers 5 g fast reinen Cyclopropandicarbonsaureester bei 
4 99—100° und 11 mm Druck. 


Einwirkung von Ammoniak auf den Bromithyl- 
malonester. 


Beim Einleiten von Ammoniak in eine absolut itherische 


: Lésung des Esters erhalt man ein Gemenge von Ammonium- 
7 bromid, Cyclopropandicarbonsaureester, dem Monoamid des 
) Esters und dem Diamid der Cyclopropandicarbonsiure. Die 
 letztgenannten Stoffe wurden bequemer gewonnen, nachdem 
4 30 g des Esters mit 800 com Ammoniaklésung 12 Stunden bei 
) Zmmertemperatur geschiittelt worden waren, wobei eine 
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50 William Kister und Friedrich Grassner, 


griinlich gefirbte Lésung entstanden war, in der feine Krystall- 
nadeln verteilt sind. Sie wurden abfiltriert und aus Ather 4 
umkrystallisiert. In diesem, bei 125° schmelzenden Stoff liegt : : 


das Monoamid des Cyclopropandicarbonsiureesters vor. 
6,230 mg Substanz gaben 0,49 cem N bei 741 B und 22°. 
C,H,,0,N Ber. N 8,91 °/, Gef. N 8,69 °, 





Ks kann auch aus dem Cyclopropandicarbonsaéureester | 


unter gleichen Bedingungen erhalten werden. 


Das Filtrat wurde auf dem Wasserbade eingedampft und J 
der Riickstand — 21g einer rétlichen, eigentiimlich riechenden f 
Krystallmasse — mit Essigester am RiickfluBkiibler ausgekocht. — 
Nach dem Abfiltrieren vom Ammoniumbromid 1laB8t die ein- q 


geengte Essigesterlésung 9 g zu Drusen vereinte Nadeln aus- | 


fallen. Sie wurden aus Essigester umkrystallisiert, sind auch ~ 
in siedendem absolutem Alkohol, sowie in Wasser léslich, in 
Ather, Chloroform und Benzol unléslich und schmelzen bei q 
189—190° Der Stoff entsteht auch aus dem Cyclopropan- . 
dicarbonsiureester unter der Einwirkung von wibrigem © 
Ammoniak. Charakteristisch ist eine Quecksilberverbindung, | 
die sich nach dem Sittigen der zum Sieden erhitzten waBrigen | 
Lésung des Diamids mit gelbem Mercurioxyd beim Erkalten | 


als schweres, weiBes Pulver abscheidet. 


0,2388 g Substanz gaben 0,1705 g HgS. 
C,H,O.N,.Hg _—sCiéBer. Hg 61,54°, Gef. Hg 61,55 °/, 


Beide Amide geben beim Erhitzen mit Zinkstanb die | 
Fichtenspanreaktion, was jedenfalls auf eine pyrogene Um- q 


lagerung zuriickzufiihren ist. 


Einwirkung von Anilin auf den Broma&thylmalonester. | 


13,3 g des Esters wurden im Olbade bei 170° mit 9,8 ¢ | 
frisch destilliertem Anilin 2 Stunden am Riickflufkihler erhitzt, | 
wobei unter Entweichen von Alkohol eine Krystallabscheidung © 
erfolgt. Nach dem Erkalten wurde abgesaugt, mit Alkohol © 
und mit Wasser ausgewaschen und der Riickstand aus | 
siedendem Alkohol umkrystallisiert, wonach 3,5 g weiBer 
Blattchen vom Schmelzp. 196° erhalten wurden, die sich auch | 
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in Chloroform, nicht in Ather lésen. Hier liegt das Dianilid 


a der Cyclopropandicarbonséure vor, deren Ester dann auch 


unter gleichen Bedingungen denselben Stoff lieferte. 


4,172 mg Substanz gaben 0,382 cem N bei 22° und 742 B. — 
0,1572 mg SC, »  0,4187 g CO, und 0,0842 g H,0. 
C,7H,.0.N, Ber. C 72,85°%  H5,71% WN 10,04%, 

Gt es. |. 4 Ae, » 10,36 ,, 

Der Stoff gibt die Isonitrilreaktion und beim Erhitzen 
mit Zinkstaub entwickeln sich Dampfe, die den Fichtenspan 
réten. lLetztere Reaktion ist erklirlich, da durch Umwand- 
lung das isomere Anilid der 1-Phenyl-5-pyrrolidon-4-carbon- 


_ | sture entstehen kann: 





H 
ne. CO- NHC,H, H,C——C—CONH(C,H, 
‘te 


> j 
H,C CO-NHO,H, H,C CO 


Won, 
Beim Verseifen des Anilids mit Bromwasserstoffsiure 
bildet sich dann auch neben Cyclopropancarbonsiure 1-Phenyl- 
5-pyrrolidon-4-carbonsaure. 


3,5 g des Anilids wurden mit 20g 66°/,iger Bromwasser- 
stofisiure 5 Stunden im Glycerinbad auf 130° erhitzt, worauf 


© die klare, braune Lisung in Wasser gegossen und mit festem 


Atzbaryt alkalisch gemacht wurde. Die tribe Flissigkeit 
wird mit Wasserdampf vom Anilin befreit, mit verdiinnter 


7 Schwefelsiure schwach angesdiuert, vom Bariumsulfat filtriert 


und das Filtrat erschépfend mit Ather extrahiert. Nach Ab- 
destillation des Athers hinterbleibt ein Ol, das bald Krystalle 


| von Cyclopropandicarbonsaiure abscheidet (Schmelzp. 188°). Die 


brennend scharf schmeckende Mutterlauge scheidet nach 
weiterem Stehen im Vakuum zu Drusen vereinte Nadeln ab, 
die in Ather und Alkohol und in heiSem Wasser leicht 
léslich, in kaltem Wasser schwer léslich sind und bei 64—65° 


@ schmelzen. Mit Zinkstaub erhitzt, geben sie starke Pyrrol- 
® reaktion, die alkoholische Lisung farbt sich mit Ferrichlorid 


braunrot. 


9,687 mg Substanz gaben 0,61 ccm N bei 19° und 750 B. 
C,,H,,0,N Ber. N 6,82 °/, Gef. N 7,09 °/, 
4* 
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52 ##W.Kiister und F. Grassner, Versuche zur Darstellung usw. 


Kondensation von Acetylmalonsaureester mit 
Athylenbromid. 


Zu einer Lésung von 1,8 g Natrium in 25 g absolutem = 
Alkohol werden 15 g Acetylmalonester gegeben, wobei sich — 
das Natriumsalz des letzteren bildet. Die heiBe Lésung wurde 7 
dann mit 18 g Athylenbromid versetzt, wobei sich Natrium- — 
bromid abscheidet, und 12 Stunden am Rickfluékthler im ~ 
Sieden erhalten, bis neutrale Reaktion eingetreten war. Hierbei — 
tritt starker Geruch nach Essigester auf. In iablicher Weise © 
aufgearbeitet, wird ein gelbes Ol erhalten, das bei der Vakuum- — 
destillation bei 15 mm in einem bis 99° siedenden Vorlauf — 
und in ein Hauptdestillat (7 g) getrennt werden kann, das bei © 
99—-102° siedet. Es erwies sich als Cyclopropandicarbon- — 
siureester. Es wurde also unter RingschluB die Acetylgruppe | 


abgespalten: 
COOR COOR 


—c(oNs)CH, + BrCH,CH,Br = BrOH,CH,—¢—COCH, + NaBr 


door OOR 
COOR 


CH 
—> +N0GH, = i: + CH,COOC,H, + NaBr. 
* GOOR 
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Versuche zur Darstellung einer Oxyathylmethylmaleinsaure. 


Il. Wher Derivate der Acetylcyclopropancarbonsaure. 


Nach Versuchen von Friedrich Grassner, Hellmut Gnamm und 
Herrmann Deile mitgeteilt. 


Von 


William Kiister. 





Nachdem die im 1. Abschnitt geschilderten Versuche ge- 


i zeigt hatten, daB vom Malonester ausgehend die Synthese des 


Oxyathyl-methylmaleinanhydrids schwerlich zu erreichen sein 
wird und auch Versuche mit Phthalimidderivaten’), die zu einem 
Aminoathylmethylmaleinanhydrid hatten fiihren kénnen, ergeb- 
nislos verlaufen waren, wurde der Acetylcyclopropancarbon- 


4 siureester als Ausgangspunkt fiir eine neue Versuchsreihe 





1) Dargestellt wurde §-Bromathylphthalimid [Gabriel, Chem. Ber. 
Bd. 22, 8. 1187 (1889)], Phthalimidoaithylmalonester [N. Aschan, Chem. 
Ber. Bd. 24, 8. 2448 (1891)], Phthalimidoathyl-chloracetylmalonester I 


q (Grassner, um den Beweis zu fiihren, da8 ein Acylchlorid im ge- 


wiinschten Sinne reagiert) und Phthalimidoithyl-acetylmalonester II. 
Leider lieBen sich diese Acylderivate nicht reinigen, da beim Versuch, 
die als Ole erhaltenen Rohprodukte bei 1 mm Druck zu rektifizieren, 
Zersetzung eintrat. I wurde als rotbraunes Ol nach der Umsetzung der 
Natriumverbindung des Phthalimidoaithylmalonesters in Ather mit Chlor- 


1 | acetylchlorid erhalten. 


0,6042 g Substanz gaben 0,2350 g AgCl. 
C,g5H,,0,NCl Ber. 8,67°/, Cl Gef. 9,62°/, Cl 

II stellte, nach entsprechender Weise dargestellt, einen gelbgriinen 
Sirup vor. 

0,100 g Substanz gaben 0,1295 g AgJ (Zeise)). 

C,.H,O,N Ber. 15,46°/, C,H,  Gef. 15,99°/, C,H, 

Ferner wurde dargestellt: Phthalimidoithylacetessigester aus Natriums 
acetessigester und Bromiithylphthalimid in alkoholischer Lésung. Das 
Rohprodukt, ein rotbraunes 0], wurde durch eine Extraktion mit Petrol- 
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54 William Kister, 


gewahlt. Es ist aber auch hier nicht gegliickt, eine einwand- q 
freie Synthese durchzufihren. Die eriibrigten Resultate sind | 


im 2. Abschnitt zusammengefaBt worden. 


Die Darstellung des Acetylcyclopropancarbonsdureesters | 
erfolgte im wesentlichen nach der Vorschrift von Perkin) © 
durch Umsetzung von Natracetessigester mit Athylenbromid — 
in alkoholischer Lisung. Herr Grassner reinigte die nach © 
Abdestillation des Alkohols und des iiberschiissigen Bromids | 
durch Extraktion des mit Wasser versetzten Riickstandes mit | 
Ather erhaltene itherische Lisung vom unveranderten Acet- © 
essigester durch mehrmaliges Ausschiitteln mit 40°/,iger Natrium- © 
bisulfitlésung. Bei der Destillation des dann verbleibenden ~ 
Riickstandes der atherischen Lésung erhielt er neben einem — 
aus Athylenbromid bestehenden Vorlauf bei 192—198° eine | 
klare Flissigkeit, die Permanganat nicht sofort entfirbte. Bei — 
einem Kinsatz von 45 g Natrium, 500 g absol. Alkohol, 250g | 
Acetessigester und 820 g Athylenbromid wurden 80—40°/, © 
des Acetessigesters aus der Sulfitlésung zuriickgewonnen, doch ~ 
enthielt er noch kleine Mengen des Bromids und des Cyclo- © 
esters. Der Vorlauf bis 190° betrug 42g, von 190—198° | 
gingen 44 g iiber, tiber 198° 37 g. Letztere enthalten das von 7 
Perkin beschriebene Furanderivat, den w«’-Diacetyladipin- © 
siureester (das Kondensationsprodukt aus 2 Mol. Acetessigester 7 
und 1 Mol. Athylenbromid), wahrscheinlich auch intramolekulare 4 
Kondensationsprodukte des letzteren (H.Gnamm). Die durch q 





ther gereinigt. Die hierbei léslichen Teile stellten ein gelbes Ol vor, : " 
das auch im starken Vakuum nicht ohne Zersetzung destilliert werden 7 


konnte. 
3,02 mg Substanz gaben 0,12 cem N bei 19° und 735 B. 
0,1560 g se »  0,1275 g AgJ (Zeisel). 
0,3740¢ _,, »  0,8556 g CO, und 0,1872 g H,O. 


C,oHyy0,N Ber. 68,869, C 5,60, H 4,62, N 9,57, C,H, | 


ate ,. st . 4h . i «, 


Die Anlagerung von Blausiure an diese Stoffe gelang nur teilweise. ] 
Das Gemenge bestand dann zu etwa 50°/, aus dem Oxynitril und nach 7 
der Verseifung desselben gelang es nicht, einen einheitlichen Stoff zu 


isolieren. | 
1) Soc. Ld. Bd. 47, 8. 829 (1885). 
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eine zweite Destillation gereinigte Fraktion von 190—198° 
zeigt den Siedep. 196° und stellt eine klare, eigentiimlich 
riechende Fliissigkeit vor, die mit Ferrichlorid in alkoholischer 
Lésung noch eine geringe Violettfarbung gibt (Praparat I). 
Doch kénnen immerhin noch betrichtliche Mengen von Acet- 
essigester in ihr enthalten sein, auch der Diacetyladipinsaure- 
ester lieB sich einmal nachweisen. Zur Entfernung dieser Bei- 
mengungen kann, wie Herr Deile fand, eine Behandlung mit 
Kupfertetramminsulfatlisung dienen. Dazu werden 40 g des 
schon gereinigten Cycloesters in etwa 11/, Liter Ather geldst 
und die Lésung mit der Kupfersalzlésung durchgeschiittelt, 
wobei Griinfirbung der Atherischen Schicht das Vorhandensein 
der Beimengungen anzeigt. Einmal schieden sich aus ihr 
griine Krystalle ab, die, aus Benzol umkrystallisiert, in Nadel- 
form ohne Schmelzpunkt erhalten wurden. Sie diirften, nach 
der Analyse zu urteilen, aus dem Kupfersalz der Enolform des 
Diacetyladipinsiureesters bestehen. 


2,475 mg Substanz gaben 4,375 mg CO, und 1,375 mg H,O. 


1,860 mg : » 3,285 mg CO, und 0,985 mg H,0. 
3,110 mg . » 4,335 mg AgJ (Zeisel). 
0,0948 g ‘ »  0,0174 g Cu. 
C,,H,.0,Cu ‘Ber. 48,80%, C 5,75%/, H 18,29%, Cu 16,68°/, 20,H, 
Gf 228 . he . OM « BD... 


at 4. 1... 


Nach dem Abdestillieren des Athers wurde dann der Riick- 
stand bei 1 mm Druck fraktioniert, wobei das Kupfersalz des 
Acetessigesters zuriickbleibt. Die bei 60—70° iibergehende 
Fraktion enthalt aber immer noch Acetessigester, weshalb sie 
wieder in Ather gelést und die Behandlung mit der Kupfer- 
tetramminlésung erneut ausgefiihrt wird. Erst nach einer 
dritten Durchschiittelung trat die Griinfarbung der Atherischen 
Schicht nicht mehr ein. In diesem Falle wurden im ganzen 
5 g des Kupfer—Acetessigesters erhalten, was da 40¢ des 
rohen Esters in Arbeit genommen worden waren, einem Gehalt 
von 8°/, Acetessigester entspricht. Der so gereinigte Cyclo- 
propancarbonsaureester (Praparat IT) gab in alkoholischer Lésung 
mit. Ferrichlorid nur noch eine ganz leichte Rotfarbung. 
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56 William Kister, 


Priparat I 0,2887 g Subst. gaben 0,6391 g CO, und 0,1920 g H,0. 
» a ee. »  0,8916g CO, und 0,1231 g H,O. 
0,2487¢g ,,  y  0,5597g CO, und 0,1729 g H,0. 

C,H,.0, Ber. 61,54%/, C0  1,699/, H 

Me 16a , sR, 

Uti. m. , 

156... » (T+ 
Durch die Anlagerung von Blausiure, die mit wasserfreier 
Saure nicht bewerkstelligt werden konnte, sondern in der 
itherischen Lésung des Esters mit Hilfe von Cyankalium und 
konzentrierter Salzsiure erfolgte, wurde dann das Oxynitril in 
etwa 80°/,igem Reinheitsgrad erhalten. Bei der Verseifung 
mit Bromwasserstoff bei 130° erlitt nun das aus dem sorg- 
faltig gereinigten Ester erhaltene Oxynitril weitgehende Zer- 
setzung unter Abspaltung von Athylenbromid, eine Beobachtung, 
die mit dem aus Praparat I hergestellten Oxynitril nicht 
gemacht worden war, was den Anschein erweckt, als hatte die 
Beimengung von Acetessigester bzw. dessen Oxynitril einen 
Schutz fiir das Cyclopropanderivat ausgetibt. Es wurde daher 
die Verseifung bei 0° mit 25g des aus Priparat If gewonnenen 
Oxynitrils (Stickstoffgehalt 6,15 statt 7,65°/,) durch 100 g bei 
0° gesattigter Bromwasserstoffsiure durch 12stiindiges Stehen 
vorgenommen, wonach sich etwas Bromammonium abgeschieden 
hatte. Hierauf wurde ein leicht in Ather léslicher Stoff durch 
Ausschiitteln mit Ather abgetrennt, der, nachdem die atherische 
Lésung durch Calciumcarbonat vom Bromwasserstoff befreit und 
iiber Natriumsulfat getrocknet worden war, in einer Ausbeute von 
7 g erhalten wurde. Er enthielt nur 20°/, Brom, wahrend sich 
fir das durch Anlagerung von Bromwasserstoff entstehende 
Oxynitril C,H,,O,NBr 30,3°/, Br berechnen wiirde. Die Ein- 
lagerung von Bromwasserstoff war also noch nicht vollstandig 
geworden. Da8 diese unter den eingehaltenen Bedingungen 
in der Tat noch nicht erfolgt, bewies die Analyse von Krystallen, 
die sich bei einer der Ausschiittelung mit Ather folgenden 
Extraktion mit dem gleichen Lésungsmittel im Kolben ab- 
setzten. Von geringen Mengen des bromhaltigen Stoffes durch 
ihre Schwerléslichkeit in Ather befreit, lieBen sie sich aus 
Petrolither (Schmelzp. 100—150°) umkrystallisieren und wiesen 
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dann den Schmelzp. 90° auf. Sie waren bromfrei und durch 
Wassereinlagerung in die Cyangruppe entstanden, da sie die 
Zusammensetzung C,H,,0,N aufwiesen. 

8,370 mg (i. V.) Subst. gaben 16,460 mg CO, und 5,760 mg H,0O. 


7,560 mg_i,, » 14,960 mg CO, und 5,100 mg H,0. 
5,565 mgs, “ » 0,848 ecm N bei 17° und 746 B. 
9,155 mg _sée=, a » 0,554 cem N bei 15,5° und 747 B. 
8,300 mg _s,, 9 » 8,795 mg AgJ (Zeisel). 
C,H,,0,.N Ber. 53,7% C 1,46% H 6,97%, N 14,43%, C,H, 
et 2 oe as 
mi. Ay. 2... 


q Leider reichte die erhaltene Menge zu einer genaueren 
> Untersuchung nicht aus. Die Hauptmenge des Reaktions- 
) produktes befand sich also auch nach der Extraktion mit 
) Ather noch in der stark sauren Flissigkeit. Sie wurde im 
> Vakuum eingedunstet und der viel Bromammonium enthaltende 
* Rickstand mit Essigester extrahiert, der dann ein braunes Ol 
hinterlieB, dessen Reinigung nicht gelang. 


8-Bromithylacetessigester }) 


entsteht im nicht ganz reinen Zustande, wenn 1 Teil Acetyl- 
cyclopropancarbonsaureester bei 0° mit 3 Teilen Bromwasser- 
stoffsiure (1,85) 10 Minuten lang behandelt wird. Man gieBt 
dann in Kiswasser, schiittelt das gelbe Ol mit Ather aus und 
wascht die Aatherische Lésung mit etwas Wasser aus. Sie 
hinterlaBt nach dem Trocknen den #- slant eae sania cats 
als gelbes Ol. 

0,1740 g Substanz gaben 0,1352 g AgBr. 

C,H,,0,Br Ber. 33,72°/, Br Gef. 33,05°/, Br 

Eine Reinigung durch Destillation ist auch im Vakuum 
nicht méglich, da es zur Abspaltung von Bromwasserstoff 
> kommt. Unter der Einwirkung von Natriumithylat bildet sich 
* der Acetylcyclopropanester zuriick. 


Ammoniak und @-Bromathylacetessigester. 


10g Ester wurden mit 190 ccm 20°/,igem Ammoniak 
24 Stunden geschiittelt. Nach dieser Zeit war ein Teil des 


) Perkin, Soc. Ld. Bd. 51, S. 888 (1887). 
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Esters in Lisung gegangen, der Rest lieB sich, nachdem die (7 
griinliche Liésung abgegossen worden war, beim erneuten | 
Schiitteln mit Ammoniak ebenfalls in Lésung bringen. Der — 
nach dem Verdampfen der Lésungen auf dem Wasserbade ~ 
verbleibende sirupése gelbe Riickstand wurde dann in wenig q 
Wasser geldst und erschépfend mit Essigester extrahiert. Nach — 
dem Kinengen des Extrakts krystallisierte ein bei 88° schmelzen- — 
der Stoff heraus, der sich dann mit dem unter gleichen Be- | 
dingungen aus dem Acetylcyclopropancarbonsdureester her- © 
gestellten Amid der Acetyleyclopropansaure als identisch a 
erwies. Aus Essigester umkrystallisiert, wird er in Form 7 
centimeterlanger, schrig abgestumpfter, farbloser Prismen er- q 
halten, die bei 89° schmelzen und in den gewéhnlichen Sol- 4 


ventien, Ather ausgenommen, léslich sind. 
6,8 mg Substanz gaben 0,655 eem N bei 20° und 746 B. 
C,H,O.N Ber. 11,02, N  Gef. 10,8%, N 


Ein krystallisiertes Phenylhydrazon) des Acetyleyclo- 7 
propancarbonsaureesters zu erhalten, gelang nicht. Das Semi- © 
carbazon wurde erhalten durch Schiitteln von 2 g¢ Ester mit © 
einer Lésung von 2g Semicarbazidchlorhydrat und 2g Natrium- — 
acetat in 6 g Wasser auf Zusatz von 6g Wasser und2—3Tropfen 7 
Methylalkohol. Die Flissigkeit triibt sich dann erst milchig © 
und schlieBlich scheiden sich weiBe Krystalle in einer Aus- © 


beute von 2g ab. Sie schmelzen bei 126—127° 


4,55 mg Substanz gaben 0,78 cem N bei 17° und 750 B. 
C,H,,0,N, Ber. 19,719, N  Gef. 19,52% N 


Zur Darstellung des Oxims wurden 4,6g Ester in 10cem © 
96°/,igem Alkohol gelést und 4g salzsaures Hydroxylamin, | 
ferner 2,8 g gepulvertes Kaliumhydroxyd zugegeben. Unter 7 
Erwarmung scheidet sich Chlorkalium ab. Das Filtrat wird 4 
1 Stunde auf dem Wasserbade erwirmt und durch Zusatz von | 
Wasser ein gelbes Ol gefallt, das in Ather gelést wird. Der 7 
Riickstand der getrockneten itherischen Liésung erstarrt im | 
Vakuum zu einer strahligen Krystallmasse, die, aus Benzol 4 
umkrystallisiert, in bis zu 2 cm langen Nadeln vom Schmelz- © 


punkt 77—78° erhalten wird. Ausbeute 0,8 g. 
1) Perkin, Soc. Ld. Bd. 51, 8. 839 (1887). 
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8,855 mg Substanz gaben 0,5782 cem N bei 11° und 746 B. 
C,H,,0,N Ber. 8,189), N  Gef. 8,16°/, N 


Da die Charakterisierung der Carboxylgruppe durch Phenyl- 
hydrazin beim Ester der Acetylcyclopropansiure nicht gelungen 
war, wurde noch das Amid herangezogen und das Phenyl- 
hydrazon desselben erhalten. 

2 g frisch destilliertes Phenylhydrazin wird in 4 ccm 30°/,iger 
Essigsdure gelést und die Lésung von 2,5 g des Amids in 
4ccm 30°/,iger Essigsiure eingetragen. Es findet sofort 
Triibung statt und allmahlich scheidet sich ein braunes Ol ab, 
das bei 12 stiindigem Stehen im Kisschrank zu einem gelbbraunen 
Krystallkuchen erstarrt. Man wascht ihn mit 5°/,iger Salz- 
siure sehr sorgfaltig aus und krystallisiert das Rohprodukt 
aus Chloroform um, wobei etwa 1g zu Drusen vereinter, 
prismatischer, farbloser Krystalle erhalten werden, die bei 137° 
schmelzen. 


4,44 mg Substanz gaben 0,754 ccm N bei 23° und 751 B. 
C,,H,,ON; Ber. 19,35°/, N Gef. 19,37°/, N 


Beim Aufbewahren des rein weifen Phenylhydrazons des 
Acetylcyclopropancarbonsaiureamids tritt etwa nach 3 Tagen 
Bréiunung ein und es zerflieBt zu einer braunen Masse, wahrend 
Geruch nach Ammoniak auftritt. Erhitzt man das Hydrazon 
iiber den Schmelzpunkt, etwa auf 150°, so ist die Ammoniak- 
entwicklung bald beendet, doch gelang eine Umkrystallisation 
des Riickstandes aus Alkohol nicht. Besser gelingt die Heraus- 
nahme des Ammoniaks, wenn man 1 g des Hydrazons in 10 ccm 
38°/,iger Salzsiure lést und die tribe Lisung */, Stunde auf 
80° erwirmt. Nach dem Erkalten scheiden sich dann aus 
der klaren braunen Liésung beim Stehen im Hisschrank gelblich 
weiBe Krystalle ab. Ein Teil derselben lést sich in heiBem 
Benzol und kommt beim Erkalten in farblosen, bei 138° 
schmelzenden Rhomboedern heraus (I). Der in Benzol nicht 
lésliche Teil kann aus der 5fachen Menge siedenden Alkohols 
umkrystallisiert werden und wird in Form atlasglanzender, zu 
Drusen vereinter Nadeln erhalten, die bei 93—94° schmelzen (II). 
Beide Priparate haben die gleiche Zusammensetzung, . 
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I. 10,45 mg Substanz gaben 1,2 ccm N bei 9° und 752 mm. 


0,1762g¢ ,, »  0,1042 g AgCl. 
II. 10,265 mg __sée»" » 1,09 ccm N bei 15° und 749 mm. 
0,1405¢ ,, » 00878 g AgCL 
C,;H,,ON,Cl Ber. 11,829, N 15,08%/, Cl 
ot Lin, 4h . 
Lm 4 wa, 


Sie unterscheiden sich aber wesentlich dadurch, daB die 
alkoholische Lésung von I mit Ferrichlorid eine tiefrote Farbung 
gibt, wahrend II unter gleichen Bedingungen nur eine leichte 
Rétung aufweist. Wir haben es also mit einer Enol- und 
einer Ketoform zu tun, von welchen die letztere die héhere 
Stabilitat besitzt. Die Mengen, in welchen beide Formen ent- 
stehen, verhalten sich denn auch wie 1:8 und zudem verandert 
sich die Enolform allmahlich. Die Krystallchen werden braun, 
verlieren die krystalline Form und bilden schlieBlich eine 
amorphe Masse, die nur noch zum kleinsten Teil in Benzol 
léslich ist. Unter der Einwirkung der Salzsiure haben sich 
also Umwandlungen vollzogen, die bildlich wie folgt wieder- 
gegeben werden kénnen: 





H,C 
»e C-CH, 
é OG-NH, i + HCl 


| 
HN-C,H, 
Phenylhydrazon des Amids der 
Acetylcyclopropancarbonsiure 


C——C . CH, 
H, | I 


C—C-CH, 
——> HOC N 


ae 
NOH, Yr 


fu G OH, 


Salzsaures 1-Phenyl-3-Dimethylen-4-Methylpyrazolon-2 
Ketoform Enolform 








Es wurde nun von Herrn H. Gnamm untersucht, ob sich 
die beiden Formen gegeniiber Diazomethan verschieden ver- 
halten wiirden und zwar in dem Sinne, daB sich die Enolform 
methylieren lasse. Dies war indessen wenigstens unter den 
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eingehaltenen Bedingungen — es wurden 0,5 g der Ketoform 
und 0,1 g der Enolform, in wasserfreiem Aceton gelést, der 
Einwirkung entsprechender Mengen Diazomethan in 26stiindiger 


q Versuchsdauer unterworfen — nicht der Fall. Vielmehr wurde 


> in beiden Fallen unter Abspaltung von Salzsiure das Pyrazolon 
| selbst erhalten. Die Enolform hatte sich also in der Aceton- 
lésung vollkommen in die Ketoform umgewandelt, von der die 
Salzsiurewegnahme glatt erfolgen kann. Zu dem Pyrazolon 
> kann man auch gelangen, wenn das bei der Kinwirkung von 
* Salzsiure auf das Amid der Acetylcyclopropancarbonsiure ent- 
stehende Gemisch der beiden Formen, das sich bereits als 
solches durch den bei 94° und bei 138° liegenden Schmelz- 
punkt ausweist, mit 5°/,iger Natronlauge behandelt wird. Beim 
> Erwirmen auf dem Wasserbade scheidet sich dann ein braunes 
> Ol ab, das mit der Lésung abgegossen werden kann, wahrend 
man auf dem Boden des GefaiBes die Rhomboeder der Enol- 
form noch unverindert vorfindet. Sie gehen erst durch 30°/,ige 
Natronlauge und lingeres Erhitzen in das Ol iiber, das beim 
Erkalten erstarrt und dann aus der 10fachen Menge heiBen 
> Alkohols, schlieBlich noch aus Chloroform umkrystallisiert wurde. 
> Man erhilt farblose, strahlige Krystalle, die bei 72—738° 
| schmelzen. 

0,3084 g Substanz gaben 0,8128 g CO, und 0,1701 g H,0O. 


8575mg , » 1,10 cem N bei 22° und 742 B. 
Gel. oe: , be... ie. 


Das Pyrazolon ist in Alkalien unldéslich, lést sich aber 
» in starken Sauren; in Alkohol, Benzol, Chloroform ist es lés- 
+ lich. Gegen salpetrige Saiure und Ferrichlorid ist es indifferent. 





q Das Oxynitril des Acetylcyclopropancarbonsauresters (Prap. I, 
> vgl. 8.55) wurde in 80°/,igem Reinheitsgrad nach folgendem 
> Verfahren gewonnen: In einer braunen, starkwandigen Ein- 
literroliflasche wurden 156g des Esters in 200 g absolutem 
Ather gelést und 195 g (3 Mol.) reinstes, feingepulvertes Cyan- 
kalium hinzugegeben. Im Verlauf von 2 Tagen tragt man 
287 g 38 °/,ige Salzsiure ein, wobei abwechselnd geschiittelt 
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und mit Eis gekihlt wird, was am dritten Tage noch fort- | 
gesetzt werden muB, wonach die Umsetzung vollendet sein soll. - 
In der Flasche befinden sich nun 2 Schichten, eine gelbgefiirbte 7 
aitherische, die das Oxynitril enthalt und eine wiBrige. Man ~ 
trennt im Scheidetrichter und schiittelt die waBrige Lésung = 
einige Male mit Ather aus.) Die atherischen Lésungen werden 7 
mit Natriumsulfat getrocknet und dann der Ather abdestilliert, © 
wonach 140 g eines braunen Ols hinterbleiben, dem durch Er- 7 
warmen auf 50° und Durchsaugen eines Luftstromes anhingende 1 


Blausiure entzogen wird. 


5,06 mg Substanz gaben 0,275 g N bei 19° und 7455 = 6,1°/, N. 4 


Ber. fiir das Oxynitril 7,65 °/, N. 


Das Rohprodukt enthilt also etwa 80°/, des Nitrils, kann 
aber durch Vakuumdestillation nicht gereinigt werden, da hier- 7 
bei, z. B. bei 6 mm Druck, Blausiure abgespalten wird, Ent- 7 


sprechend sinkt der Stickstoffgehalt auf 4,5 °/,. 


Einwirkung konzentrierter Bromwasserstoffsiure 
auf das Oxynitril. 


Je 50g des rohen Nitrils wurden mit 200 ccm rauchender Brom- 4 
wasserstofisiure (Kahlbaum) im Glycerinbade bei 1830-140° am 7 
RiickfluBkithler 12 Stunden erhitzt. Die braune Lésung scheidet 7 
bald ein griinlichbraunes ©] ab und es tritt der intensive Geruch © 
nach bisubstituierten Maleinsiurederivaten auf. Nach 12 Stunden — 
hatte sich auch eine betrachtliche Menge Bromammonium ab- } 
geschieden. Der Inhalt des Kolbens wird nun auf ein Asbest- 7 
filter gebracht, das Bromammonium und ein Teil des braunen | 
Ols bleibt auf dem Filter, wiahrend eine braune Flissigkeit 7 
mit Ol durchsetzt abliuft. Die Salzmasse wird mit Ather | 
ergiebig ausgewaschen, die braune Flissigkeit mit Ather aus- i 
geschiittelt. Beide Atherausziige werden vereinigt, einige Male | 
rasch mit Wasser gewaschen und tiber Natriumsulfat getrocknet. | 
Nach dem Abdestillieren des Athers hinterbleiben 30—40 g | 
eines braunschwarzen, eigentiimlich riechenden Ols, das Per- 





*) Fortsetzung der Aufarbeitung vgl. S. 64. 
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wurden die nach einem geringen bis 195° erhaltenen Vorlauf 
7 bei 200—205° tibergehenden Anteile in der Menge von 22—25 g 
F isoliert. Sie stellen ein gelbes Ol vor, das sich am Licht und 
J in der Luft rasch briunt. Entsprechend der bei der Destil- 
lation beobachteten Abspaltung von Bromwasserstoff wurde 
J der fir das erwartete Bromithyl-methylmaleinsiureanhydrid 
; berechnete Bromgehalt nicht aufgefunden: 


0,5566 g Substanz gaben 0,3303 g AgBr. 
C,H,O,Br Ber. 36,48 °/, Br Gef. 25,43 °/, Br 


Wir haben es vielmehr mit einem Gemisch aus etwa 


' 70°/, des genannten Maleinderivats mit 30°/, Vinylmethy]- 


: maleinsiureanhydrid zu tun, denn dafiir, daB die Umsetzung 
7 des Oxynitrils durch die Formulierung: 


OH On . % 
AEs 
I, H,C—O—C¢ I —> H,C—CO———C—CH,CH,Br 
9 bette’ 
CN COOR OOH COOH 
H,C—_C——C—CH,—CH,Br 
oe pe] 
CO CO 
es 


4 zum Ausdruck gebracht werden darf, da sich also aus dem 
‘primar gebildeten Apfelsiurederivat Wasser abgespalten hat, 
Tbeweist die bei einem dieser Verseifungsversnche, bei dem 
. @jedenfalls die Temperatur zeitweilig ittber 130° gestiegen ist, 


+ gemachte Beobachtung, wonach bei der Vakuumdestillation 
vy neben dem gelben Ol ein krystallisierter Stoff iiberging, aller- 


7 dings nur in der Menge von 1 g, der als 
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Lacton der Oxyithylmethylfumarsiure C,H,O, 
H,C—C—CO—_O 


n00c—4_on,—du, 


J angesprochen werden darf. Im ganz reinen Zustande wurde 
jer allerdings nicht erhalten, da den farblosen, bei 202—203° 


schmelzenden, in Wasser und Ather leicht, in Alkohol und 
Chloroform schwerer léslichen Krystallen trotz wiederholtem 


‘) Umkrystallisierens aus Ather hartnickig Spuren von Brom an- 
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hafteten. Die wiBrige Lésung entfirbt Permanganat sofort, 
in Kisessig gelést wird kein Brom addiert. Die wiBrige Lisung 
reagiert sauer. 0,1241 g verbrauchten zur Neutralisation 
16,2 com n/10-Kalilauge. 


0,0915 g Substanz gaben 0,1771 g CO, und 0,0410 g H,0. 
C,H,O, Ber. Aquiv.-Gew. 78  53,84°/, C 5,12°/, H 
Gef. 76,6 58,00 5,01 

Leitet man in die absolut Atherische Lésung trockenes 
Ammoniakgas ein, so fallt ein weiBer, voluminéser Niederschlag 
aus, der nach dem Trocknen im Vakuum bei 216° schmilzt. 
Ks haben sich 2 Mol. Ammoniak addiert: 

4,763 mg Substanz gaben 0,6174 com N bei 23° und 740 B. 

C,H,,0,N, Ber. 14,78°/, N Gef. 14,55°, N 

Wird das Anlagerungsprodukt mit Wasser abgedampft, 
so hinterbleibt ein krystallinischer Riickstand, der bei 210° 
schmilzt. Er ist in Ather unléslich, die waBrige Lésung reagiert 
sauer und gibt nach Neutralisation mit Ammoniak auf Zusatz 
von Silbernitrat einen voluminésen, grauweiBen Niederschlag. 
Es dirfte also, da 1 Mol. Ammoniak bei dem Efrhitzen ab- 
gegeben worden ist, das Monoamid der Methyl-Oxyathylfumar- 
siiure vorliegen. 

5,074 mg Substanz gaben 0,3822 ccm N bei 30° und 741 B. 

C,H,,0,.N Ber. 8,09%/, N Gef. 8,47°%, N. 

Fiir den Verlauf der Verseifung des Oxynitrils des Acety]- 
cyclopropansiureesters im Sinne der bei I. entwickelten Formu- 
lierung spricht auch die weitere Aufarbeitung der nach der 
Entfernung der itherléslichen Teile (vgl. S. 62) zuriickbleiben- 
den Lisung. Sie muBte die nicht in Ather lésliche Oxysaure 
noch enthalten. So wurde die braune Lisung auf dem Wasser- 
bade eingedampft und die aus Bromammonium und der Oxy- 
siure bestehende Masse mit reinem siedenden Essigester 5 mal 
am RiickfluBkiihler je 5 Minuten extrahiert. Nach dem Ab- 
destillieren des Essigesters wurde der braune Riickstand aus 
dem Bleibade destilliert. Zunichst gehen Essigesterreste, Essig- 
siure und auch etwas Bromwasserstoff tiber, dann steigt die 
Temperatur rasch auf 220° an und unter reichlicher Brom- 
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wasserstoffentwicklung destillieren 6 g einer braunen, intensiv 
nach bisubstituierten Maleinsiureanhydriden riechenden Fliissig- 
keit tiber. Sie enthalten aber immer noch 15,42°/, Brom 
(0.2043: 0,074 AgBr), so daB wieder ein Gemisch von #-Brom- 
athylmethyl- und Vinyl-methylmaleinsiureanhydrid vorliegt, 
von welch letzterer aber bereits etwa 60°/, enthalten sein 
miissen. Bei der nicht groBen Menge des Produktes erschien 
eine weitere Reinigung wenig aussichtsvoll, so daB die Unter- 
suchung hier abgebrochen wurde. Da aber auch diese Siaure, 
bzw. ihr Imid vielleicht einmal bei der Aboxydation des Himins 
erhalten werden kénnte, gedenken wir die Versuche zu ihrer 
Reindarstellung wieder aufzunehmen. 


Eine weitere Bestitigung fir den Verlauf der Reaktionen 
im Sinne der bei I entwickelten Formulierung ergibt sich aus 
dem Resultat der Verseifung des Oxynitrils mittels Jodwasser- 
stoffsiure, da hierbei die 


fumaroide Form der Methylithylbernsteinsiure 


isoliert werden konnte. Eingesetzt wurden 15 g des Oxynitrils, 
die Verseifung wurde mit 30 ccm Jodwasserstofisiure (1,9) im 
Olbade bei 180—190° wahrend 12 Stunden durchgefihrt. Die 
Aufarbeitung erfolgte wie bei der Verseifung mit Bromwasser- 
stoff. Die atherischen Ausziige wurden hier mit Natriumthio- 
» sulfatlésung vom Jod befreit und hinterlieBen dann ein braunes 
| Ol, das bei der Destillation unter 25 mm Druck eine bei 
140—150° siedende Fraktion in der Menge von 4,5 g gab, die 
intensiv nach bisubstituierten Maleinanhydriden roch. Aus ihr 
schieden sich bald etwa 1 g Krystalle ab, die aus Alkohol in 
| Drusen krystallisierten und den Schmelzpunkt 182—183° auf- 
wiesen, In Ather ist die Siure, die sich als gesittigt erwies, 
leicht, in Wasser und Chloroform ist sie schwer léslich. Die 
| neutralisierte waBrige Lisung lieB auf Zugabe von Chlorcalcium- 
lésung beim Erwarmen ein in der Hitze schwer lésliches Calcium- 
salz ausfallen, welches Verhalten fiir die fumaroide Methyl- 
athylbernsteinsiure charakteristisch ist.) 





) Auwers, Liebigs Ann. der Chem. Bd. 298, S. 168 (1897). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemiv. CXLY. 5 
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0,0949 g Substanz gaben 0,1889 g CO, und 0,0606 g H,0. 
C,H,,0, Ber. 52,5 %, C 7,5 %/, H 
Gef. 52,85 7,16 

Bei der zur Verseifung eingehaltenen hohen Temperatur 
hat sich also auBer der Reduktion die Umwandlung eines Teiles 
der Reaktionsprodukte in die fumaroide Form ergeben. Der 
Rest hat aber weder Reduktion noch Umlagerung erfahren, 
denn das nach Abtrennung der Krystalle verbleibende Ol weist 
den charakteristischen Geruch nach bisubstituierten Malein- 
siureanhydriden auf, entfarbt Permanganat sofort und zeigt 
durch seinen Jodgehalt von 44,67 °/,, daB es zum gréBten Teil 
aus #-Jodaithylmethylmaleinsiureanhydrid besteht. 

0,1970 g Substanz gaben 0,1626 g AgJ. 

C,H,0,J Ber. 47,74%, J Gef. 44,67, 

Wir gedenken auch die sehr aussichtsreichen Versuche, 

dieses Jodderivat im reinen Zustand zu gewinnen, fortzusetzen. 





An das bei der Vakuumdestillation des atherldslichen | 
Anteils der bei der Verseifung des Oxynitrils durch Brom- 
wasserstoffsiure entstehenden Produkte erhaltene Ol (22—25 g, 
vgl. S. 63) wurde nun in absolut atherischer Liésung bei 0° 
Bromwasserstoff angelagert. Die mit dem trockenen Gas ge- 
sittigte itherische Lésung wurde dann durch Waschen mit 
Wasser vom nicht gebundenen Bromwasserstoff befreit und 
12 Stunden iiber frisch entwassertem Natriumsulfat getrocknet. 
Nach dem Abdestillieren des Athers hinterblieben 30 g einer | 
braunen, dligen Fliissigkeit mit 35,87 °/, Br (0,2534 g:0,2137 
AgBr), wahrend ein Bromathylmethylmaleinséureanhydrid 
C,H,O,Br 36,48 °/, Brom erfordert. 

Diese 30 g wurden zu einer Lisung von 3,15 g Natrium 
in 50 g absoluten Methylalkohol gegeben, wobei sich Natrium- || 
bromid abscheidet. Nach 4—5stiindigem Kochen auf dem 
Wasserbade ist die Reaktion neutral geworden. Der Methy]l- 
alkohol wird abdestilliert, der mit Wasser versetzte Riickstand | 
mit Ather extrahiert und der Riickstand der getrockneten | 
itherischen Lésung der Destillation im Vakuum unterworfen. 








> 





Versuche zur Darstellung einer Oxyiithylmethylmaleinsiure. Il. 67 


Nach einem geringen Verlauf gingen bei 17 mm und 155—160° 
5g eines gelben Ols (I) tiber, dann steigt das Thermometer 
bis auf 220° und bis 225° gingen weitere 7 g eines braun- 
lichen Ols (II) tiber. Im Fraktionskolben verbleibt ein geringer 
harziger Rest. Beide Ole riechen empyreumatisch, an Juchten- 
leder erinnernd. Sie lésen sich leicht in Ather, Chloroform, 
Alkohol, Essigester und Benzol. Im kalten Wasser sind sie 
kaum, in heiBem schwer léslich. 
Die Analyse gab fir I: 


0,3228 g Substanz gaben 0,6688 g CO, und 0,1573 g H,O. 


0,208 g me »  0,2645 g AgJ (Zeisel). 
Fir I: 
0,1670 g Subtanz gaben 0,2307 g AgJ (Zeisel). 
0,3595 g ie »  0,7445 g CO, und 0,1914 g H,O. 
C,H,,0, Ber. 56,479, C 5,88°%, H 8,82, CH, 
I Gef. 56,08 5,45 8,11 
nm , Mee 5,95 8,81 


Herr Dr. Grassner hat daher geglaubt, die beiden Stoffe 
als die erwarteten Methoxyithylmethylmaleins’ureanhydride an- 
sprechen zu diirfen, indem er annahm, daB sich bei der An- 
lagerung von Bromwasserstoff an das Vinylmethylmaleinanhydrid 
das dem noch vorhandenen isomere Bromiathylmethylmalein- 
anhydrid gebildet habe. Diese Ansicht hat sich als irrig erwiesen, 
denn das durch Verseifung des beim Abbau des Hamatopor- 
phyrindimethylithers erhaltenen Imids entstehende Anhydrid 
der Methyl-1-methoxyithylmaleinsiure siedet nach Siwoloboff 
bei 210—211°, unter 35 mm Druck bei 127°.) Die hier be- 
schriebenen Ole sieden nicht einheitlich und namentlich das 
zweite Priparat viel héher. Es ist daher wahrscheinlich, dab 
noch Gemische vorliegen, und daB in IT der Lactonester der 


» fumaroiden Form einer Oxyathylmethylaithendisiure vorliegt, 


der sich durch Anlagerung von Natriummethylat.an die An- 
hydridgruppe und Abspaltung von Bromnatrium “gebildet hat. 
Vielleicht ist aber auch die Umlagerung zu einem Itaconsiure- 


9 derivat erfolgt. Gegen die Anhydridnatur beider Priparate 





1) Diese Zs. Bd. 183, S. 148 (1924). 
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spricht namentlich auch die Beobachtung, daB beim Einleiten 
von Ammoniak in ihre itherischen Lisungen nicht sofort 
Fallungen entstehen. | 

Die Aufklirung ihrer Konstitution mu daher weiteren 
Untersuchungen vorbehalten bleiben. 


Die Durchfithrung der Versuche wurde uns durch eine 
Stiftung erméglicht, welche mir die W. Gesellschaft zur Férde- 
rung der Wissenschaften gewihrte. Ich méchte meinen auf- 
richtigen Dank fir diese Unterstiitzung auch an dieser Stelle 
zum Ausdruck bringen. 


W. Kiister. 











Beitrage zur Kenntnis der Arginase. 


Von 


S. Edlbaecher und P. Bonem. 


(Aus dem Physiologischen Institut Heidelberg.) 
(Der Redaktion zugegangen am 30, Marz 1925.) 


Bereits vor langerer Zeit hat der eine von uns (E.') von 
Versuchen iiber das Vorkommen und den Nachiweis der Arginase 
in dieser Zeitschrift berichtet. Die vorliegende Abhandlung 
stellt nun eine Fortsetzung und Erweiterung dieser Unter- 
suchungen dar, mit denen wir uns schon seit lingerer Zeit 
beschiftigt haben. Die vor kurzer Zeit erschienenen griind- 
lichen Arbeiten von Hunter und Dauphinée”) veranlassen 
uns nun, schon jetzt iiber eine Anzahl von Ergebnissen zu 
berichten, deren Veréffentlichung eigentlich erst in spiterer 
Zeit und in vollstindigerer Form in Aussicht genommen war. 

Die Wirkung dieses von A. Kossel und H. D. Dakin ent- 
deckten Fermentes besteht bekanntlich darin, daB das Arginin 
hydrolytisch in Harnstoff und Ornithin gespalten wird. Die Ent- 
decker lieBen Organextrakte auf Arginin einwirken und iso- 
lierten dann Ornithin und Harnstoff. Auf Veranlassung von 
A. Kossel untersuchte dann A. Clementi’) im hiesigen Institut 





1) Diese Zs. Bd. 95, S. 81 (1915); Bd. 110, S. 111 (1917). 

*) Proc. Roy. Soc. London, Bd. 97, 8. 209, 227 (1924). 

*) Rend. d. R. Acad. d. Lincei Bd. 23, 8.517, 612 (1914). Vel. 
auch: Oppenheimer, Die Fermente u. thre Wirkunsen Bd. II, 8. 793 
(1925), G. Thieme; dort vollstindige Literaturangabe. 
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das Vorkommen der Arginase mittels der Sérensenschen 
Formoltitration, wobei die frei werdenden Aminogruppen des 
Ornithins bestimmt werden kénnen. Dabei zeigte es sich, daf 
das Ferment vorzugsweise in der Leber vorkommt, und zwar 
bei Saéugern und Amphibien, wohingegen es in Végeln und 
-Reptilienlebern fehlt. Clementi glaubte dann das Ferment 
in der Vogelniere gefunden zu haben. Auf Veranlassung von 
Kossel wiederholte dann E. mit der gleichen Methode die 
Versuche Clementis und konnte bestitigen, daB die Siuger- 
und Amphibienleber Arginase enthalt, wihrend er im Gegen- 
satze zu Clementi sie in der Niere von Végeln nicht nach- 
weisen konnte. Felix und Tomita’) haben dann auch bei 
ihren Durchblutungsversuchen die Gegenwart in der Sauger- 
leber und die Abwesenheit in der Vogelleber bestitigt. Wie 
schon aus den wenigen hervorgehobenen Befunden ersichtlich 
ist, bestehen somit noch groBe Unklarheiten, die eine neuer- 
liche Priifung der Frage, in Hinsicht auf die enorme Be- 
deutung dieses Tatsachenkomplexes fiir den intermediiren Stoff- 
wechsel fiir durchaus notwendig erscheinen lassen. Auf diese 
Verhialtnisse wird im 3. Teil noch genau eingegangen werden. 

Aber auch beziiglich der physikalisch-chemischen Faktoren, 
die in diesen Fragen mitspielen, bestand noch groBes Dunkel. 

Der Plan unserer Untersuchung wurde folgendermaBen 
gefaBt: | 

1. Ermittelung der optimalen Bedingungen. 

2. Untersuchungen iiber die Spezifitit des Fermentes. 

3. Nachpriifung der Resultate tiber das Vorkommen der 
Arginase in verschiedenen Organen und Tierklassen. 

Die Resultate, soweit sie bis jetzt ermittelt wurden, sind 
am Schlusse tibersichtlich zusammengestellt, 


I. Der Einfiu8 der Wasserstoffionenkonzentration. 


Die ersten Versuche von Clementi und Edlbacher 
wurden bei p,, = etwa 7 ausgefiihrt, jedoch ohne Festlegung 
dieses Wertes durch Puffergemische. 





1) Diese Zs. Bd. 132, S. 152 (1923); Bd. 128, 8. 40. 
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R. E. Gross'), der dann im hiesigen Institut auf Ver- 
anlassung von A. Kossel Untersuchungen iiber den Reaktions- 
verlauf ausgefiihrt hatte, arbeitete mit Phosphatpuffern bei 
einem p,, von 6,6 unter der Annahme, daB diese Reaktion, 
als im allgemeinen den Kérpersiften entsprechend, die giinstigste 
wire. Hunter, Morell und Dauphinée (a. a. 0.) glaubten 
guerst p, = 7,4 die optimale Reaktion gefunden zu haben, 
geben jedoch neuerdings 9,8 als Optimum an. 

Wir wollen das Resultat unserer Untersuchungen gleich 
vorwegnehmen und mitteilen, daB wir erfreulicherweise zu 
einem ganz aibnlichen Werte gekommen sind. Wir fanden, 
wie unten gezeigt wird, das Optimum bei p,, = 9,5—9,8. 

Die Methode, die wir beniitzten, war eine Modifikation der 
von Jansen.”) Dieser Autor war unseres Wissens der erste, 
der die kombinierte Wirkung von Arginase und Urease zur 
Zerlegung des gebildeten Harnstoffs angewendet hat. Er 
beniitzte sie zur Bestimmung von Arginin in EiweiBhydro- 
lysaten. 

Auch Hunter und Dauphinée haben zur Bestimmung 
der Argininspaltung den gebildeten Harnstoff mit Urease zer- 
legt und das entstandene Ammoniak colorimetrisch bestimmt. 
Wir haben die Jansensche Methode so angewendet, daB wir 
den gebildeten Harnstoff nach der Folinschen Methode zerlegt, 
und das gebildete Ammoniak destilliert und titriert haben, 
wobei wir uns die Erfahrungen von Livgren* zunutze 
machten. 

Man mu, da man eine ganze Skala von p,,-Werten durch- 
zuprifen hat, selbstverstindlich darauf achten, daB man bei 
der Zerlegung des Harnstoffs immer die fir Urease optimale 
Reaktion einhalt, was durch vorheriges Neutralisieren und Zu- 
satz von Phosphatpuffern leicht gelingt. 

Wir verwendeten zu unseren Versuchen ein Trocken- 
praparat aus Kalbsleder, das nach dem von E. schon friiher 





1) Diese Zs. Bd. 112, S. 286 (1921). ; 
*) Chem. Weekblad. Bd. 14, S. 125 (1917). 
%) Biochem. Zs. Bd. 119, S. 215 (1921). 
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beschriebenen Verfahren (EingieBen von BuchnerpreBsaft in 
Aceton und Trocknen der Acetonfallung) gewonnen worden war. 

Aliquote Teile einer Arginincarbonatlésung von bekanntem 
Gehalte werden auf ein bestimmtes p,, gebracht, dann mit 
gleichen Mengen Pufferlésung von derselben Reaktion ver- 
mischt und mit je demselben Volumen ein und derselben 
Fermentlésung versetzt. Alle Proben kommen in einen Wasser- 
thermostaten und es werden nun nach den angegebenen Zeiten 
Proben entnommen, das Ferment durch kurzes Aufkochen | 
zerstért. Nach dem Abkihlen wird auf p,, = 7 neutralisiert, 
Phosphatpuffer vom gleichen Werte zugesetzt, mit Urease 
zerlegt (Sojaurease) und das Ammoniak, wie iiblich, durch 
Destillation und Titration bestimmt. Selbstverstandlich wurde 
immer Toluol zugesetzt. 


Beispiel: 1. Je 50 ccm einer etwa 2°/,igen Arginin- 
- carbonatlésung in je einem MeBkélbchen von 250 ccm. 
2. Mit n/10-H,SO,, bzw. n/10-NaOH auf das gewiinschte 


Py gebracht. 


3. Zusatz von je 100 ccm der betr. Pufferlésung. 

4. Zusatz von je 50 ccm der gleichen Fermentlésung. 
(Diese wird so hergestellt, daB je 1g Fermentpulver mit je 
100 ccm destilliertem Wasser verrieben wird und nach Zusatz 
von Toluol nach 12 stiindigem Stehen im Brutschrank bei 38° 
filtriert wird.) 


5. Auffiillen auf 250 ccm mit Wasser und nochmalige 
Kontrolle der p,,-Werte. 


6. Die Kélbchen kommen nun in den Thermostaten mit 
Rihrwerk. 


7. Entnahme von Proben von je 20 ccm, und Behandlung 
derselben, wie oben beschrieben. 


Wir arbeiteten bei zwei Temperaturen; namlich bei 26° 
und 88°. Unsere Versuche erstrecken sich tiber einen Be- 
reich von p,, = 3,8—11,3. 

Von der groBen Zahl der Versuchsreihen, die wir an- 
gestellt haben, wollen wir nur einen Auszug im folgenden 
wiedergeben. 








Vs 


as poem MR ERT <1 Dee 


Beitrige zur Kenntnis der Arginase. 73 


Am Schlusse wurde auSerdem jede Reihe auf prifor- 
miertes Ammoniak gepriift. Die Priifung war in diesem und 
allen. folgenden Fallen immer negativ. 


I. Versuch. 
Pu = 8,8—11,3. 26,5°. 




















Zeit Abgebautes Arginin in Prozenten, bei py = 

in 
Stunden 3,8 7,0 8,0 11,3 
14/, ") 32,4 41,4 20,2 
41), 8 58,7 63,9 29,0 
81/, 6 72,2 | 78,0 35,7 
24 6 86,5 84,1 58,5 
50 g | 90,1 92,0 65,5 
15 g 83,2 70,5 63,8 
10 Tage g 80,8 70,5 — 











Bei p, = 3,8 ist das Ferment also unwirksam und bei 
11,3 tritt schon eine sehr deutliche Schadigung ein. 
Wir haben uns auch tiberzeugt, daB diese Schadigung 


| dauernd ist. Nachtragliche Anderungen der Reaktion er- 


wiesen sich als unwirksam. 


II. Versuch. 
Pu = 5,3—8,0. 26,5°. 


























Zeit Abgebautes Arginin in Prozenten, bei py = 

in ig 
Stunden 5,8 6,8 oF 
1/, 11,2 16,5 30,4 
11/, 11,2 31,4 44,8 
41/, 21,0 50,9 58,8 
81/, 37,4 71,2 76,8 
24 71,2 92,2 92,2 
48 82,4 92,2 92,2 
12 88,7 91,4 92,2 
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Ill. Versuch. 
Pu = 7,5—9,5. 26,5°. 








Zeit Abgebautes Arginin in Prozenten, bei py = 


in 
Stunden 7,5 8,0 











33,1 
52,5 
69,0 
90,0 
90,0 
88,5 




















IV. Versuch. 
Pu = 9,0—10,5. 26,5° 








Abgebautes Arginin in Prozenten, bei py = 








9,5 10,8 10,5 











25,2 20,2 18,9 
37,8 34,1 22,4 
54,2 53,0 42,8 
84,5 86,0 67,1 
95,8 95,8 94,6 

















V. Versuch. 
Pu = 8,4—10,5. 














Abgebautes Arginin in Prozenten, bei py = 





8,4 9,5 9,9 10,5 








34,8 84,8 
41,1 44,0 
63,4 66,5 
92,8 92,3 
97,0 94,8 
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VI. Versuch. 
Pu = 7—10 bei 38°, 

Zeit in Abgebautes Arginin in Prozenten bei py = 
Stunden 7,0 8.2 9,6 | 10,0 
1"/s 18,4 31,9 41,3 35,1 
81/4 85,2 55,2 62,5 52,0 
8"/s 57,2 76,0 82,4 72,0 
24 16,8 89,6 90,4 84,0 
48 80,0 90,4 97,6 89,6 














Es ist wohl iiberfliissig, noch weiter diese Ergebnisse zu 
beleuchten. Das p,-Optimum liegt demnach bei Werten 
4 zwischen 9,5—9,9. Das Resultat deckt sich also vollkommen 
3 mit den Ergebnissen, die Hunter und Dauphinée (a. a. 0.) 
> in ihrer Arbeit angeben. 

Es sei hier nur noch auf einige Beobachtungen hin- 
gewiesen, deren Deutung noch zweifelhaft ist. Hinerseits zeigt 
eine etwa 1°/,-Lésung von Arginincarbonat ein p, von etwa 
> 9,9; wir wollen diese Tatsache nur notieren. Vielleicht handelt 
% es sich nur um eine ,,zufallige« Ubereinstimmung. — Anderer- 
| seits haben wir zu wiederholten Malen bei linger fortgesetzter 
> Fermentwirkung eine Abnahme des gebildeten Harnstoffes 
beobachtet. Gro8 (lc), der diese Erscheinung als erster 
beobachtet hat, vermutete eine Synthese. Wir glauben nicht, 
daB es sich darum handelt. Weder Zusatz von Harnstoff noch 
solcher von Ornithin vermochte diese Reaktion zu beeinfiussen. 
| Wir werden iiber diese Erscheinung seinerzeit weiter be- 
> richten. 
Aus den Tabellen ist ersichtlich, daB bei optimaler Reaktion 
> und geniigend langer Zeiteinwirkung fast vollkommener Abbau 
> stattfindet. Bei allen fritheren Versuchen ging der Abbau hich- 
> stens auf 90°/,. Schon aus diesem Grunde halten wir die Re- 
® alisierbarkeit einer Umkehrung der Reaktion fiir unwahrscheinlich. 


II, Untersuchungen iiber die Spezifitat des Fermentes. 


Schon in der Il. Abhandlung hat der eine von uns 
(E., Lc.) tiber negativ ausgefallene Versuche mit Guanidin- 
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essigsiure und Guanidinpropionsaure berichtet. Wir 
haben nun mit unserer jetzigen Methode, bei ginstigster Re- 
aktion die Einwirkung von Arginase auf die genannten beiden 
Verbindungen wiederholt und sind zu demselben Resultat 
gelangt. Es tritt keinerlei Spaltung ein. 


Es wurde das Glykocyanin aus Chloressigsiure und 
Guanidin, die «-Guanidinpropionsiure, aus @-Brompropion- | 


siure und Guanidin nach Ramsay synthetisch bereitet. 


K. Thomas?) hat die Einwirkung auf Guanidylcapron- 
siure und y-Guanidylbuttersaure untersucht, wobei er | 


fand, daB letztere gespalten wird. AuBerdem berichtet Kiesel?) 
iiber Versuche, iiber Spaltungswege von Agmatin mittels 
der Arginase des Aspergillus. 


haltens gegen tierische Arginase von Wichtigkeit. 


Tierische Arginase verschiedener Provenienz (Kalb, Hund, | 


Maus) vermag das Agmatin nicht zu spalten.*) 


Riesser‘) fand, daB von racemischen Arginin nur die 


d-Form abgebaut wird. 


Auch diese Beobachtung haben wir nachgepriift und | 


kénnen sie bestitigen. 


Bei allen diesen Versuchen wurde so vertahren, daB die [) 
Substanz in 1°/, Lésung unter Zusatz von Puffer (Glykokoll- | 
Natronlauge) der Wirkung des Fermentes ausgesetzt wurde |i 
und zwar 24 und 48 Stunden lang. Wir haben natiirlich alle | 


Versuche mehrmals wiederholt. 


Seitdem wir durch die ausgedehnten Untersuchungen 


A. Kossels und seiner Mitarbeiter wissen, welche wichtige 


Rolle das Arginin bei der Aufbereitung der Geschlechts- | 
produkte, namentlich der Fische, spielt und seitdem es sich | 
durch diese Forschungen gezeigt hat, daB das Arginin die | 


einzige Aminosiure ist, die bis jetzt bei der Spaltung jedes 
Proteins niemals fehlt, gewinnt natiirlich die Frage des meta- 





1) Diese Zs. Bd. 88, S. 465 (19138). 


‘) Diese Zs. Bd. 49, S. 210 (1906). 


Bei der physiologischen Rolle, | 
die dem Agmatin bei der Bildung der Spermatozoen der Fische } 
sicherlich zukommt, schien uns eine Nachpriifung seines Ver- © 


oOo =Aao = oo. & ot 


*) Diese Zs. Bd. 118, 8. 284 (1922). | 
3) Vgl. auch Reinwein u. Kochinki: Z, f. Biol. Bd. 81, 8, 20(1924). | 
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bolischen Argininabbaues eine ganz erhéhte Bedeutung. Még- 
lichst ausgedehnte Untersuchungen iiber diesen Vorgang werden 
sicherlich wichtige Aufschliisse tiber diesen groBen Fragen- 
komplex bringen. Diesen Gedankengingen folgend, haben Felix 
und Morinaka’) die Spaltung von Proton (Clupeon) unter- 
sucht und dabei keine Abspaltung von Harnstoff beobachtet. 

Da die Konstitution des Clupeons noch nicht geklart ist, 
indem wir tiber die Stellung der beiden Arginine, die das Proton- 
molekiil enthalt, noch im Dunkeln sind, versuchten wir dieses 
Problem zunichst an einem eindeutigen Modell zu studieren. 

EK. Fischer und Suzuki?) haben synthetische Versuche 
iiber ein Arginyl-arginin angestellt. Sie erhielten durch Kon- 
densation von freiem Argininmethylester eine Substanz (ahnlich 
der Bildung von Glycinanhydrid und Spaltung des Diketo- 
piperazines zum Glycylglycin), die sie sowohl in Form eines 


: gut krystallisierenden Pikrates als auch Nitrates isolieren 


konnten. Die Analysen stimmten sehr gut auf die Formel 


eines Arginyl-arginins: 





NH, 

H 
a om 
bu, NN 
ba, bn, 
bu, bu, 
ba.xH, bu, 
bo—un—b 

| doou 


Dieses Dipeptid miiBte sich beim Kochen mit starken 


: Saéuren wieder in Arginin spalten lassen. Die Autoren be- 
7 vichten nun aber, daB es ihnen bei 6 stiindiger Hydrolyse mit 


konz. Salzsiure nicht gelungen ist, daraus wieder Arginin zu re- 
generieren. Aus diesem Grunde haben sie auch die Annahme, daf 
die Verbindung das gesuchte Dipeptid ist, wieder fallen gelassen. 





1) Diese Zs. Bd. 182, S. 152 (1928). 
2) Chem. Ber. Bd. 38, S, 4173 (1905). 
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Wir haben nun diese Frage neuerdings untersucht. Wir | 


stellten aus 10 g Arginincarbonat nach E. Fischer das 


Argininmethylesterchlorhydrat dar, fihrten dieses, wie im | 
Orginal mit Na-Methylat in den freien Ester tiber und lieBen | 
24 Stunden im Kisschrank stehen. Dann wurde aus dem | 
Reaktionsgemisch das Pikrat dargestellt. Es zeigte alle Higen- © 
schaften, wie sie von Fischer und Suzuki beschrieben | 
werden (Schmelzp. 218°. Dieses Pikrat wurde nun auf Grund | 


folgender Uberlegung untersucht: 


Wenn es sich tatsichlich um eine Verbindung von oben- | 
stehender Formel handelt, so muB diese Verbindung einerseits |7 
bei der Séurehydrolyse quantitativ in Arginin zerfallen, anderer- | 
seits muB sie sich beztiglich ihrer freien Aminogruppen in | 
charakteristischer Weise kennzeichnen. Im intakten Molekil } 
ist nur eines der 8 N-Atome als freie Aminogruppe vorhanden; | 


bei der vollstindigen Hydrolyse wird die in Peptidbindung 


befindliche Aminogruppe in Freiheit gesetzt und von den | 
8 N-Atomen sind nun 2 als «-Aminogruppen vorhanden. Nun | 
wissen wir durch die Untersuchungen von Sérensen, dab im 
Arginin nur die w-Aminogruppen sich mit Formol titrieren | 


lassen. Demnach miiBte eine Verbindung von der angenommenen 


Struktur vor der Hydrolyse +/, ihres Stickstoffs und nach der 4 


Hydrolyse */, desselben in formoltitrierbarer Form enthalten. 


Das Pikrat (Schmelzp.218°) aus 10g Arginincarbonat wurde | 
mit Wasser in der Reibschale verrieben und mit etwas mehr als | 
der berechneten Menge 20°/, abgektihlter Schwefelsiure zerlegt. | 

Die Pikrinsiure ausgeithert und die Schwefelsiure mit | 


Bariumhydroxyd quantitativ entfernt. Die vom Bariumsulfat 


abgesaugte Lisung, die vollkommen farblos war, wurde bei | 


—) 


~ ©, &, Fr Tr & 


miéglichst niedriger Temperatur im Vakuum eingeengt und in /# d 


einen MeBkolben von 250 ccm iiberfihrt. 


In aliquoten Teilen wurde der Stickstoff nach Kjeldahl | 


und die Aminogruppen nach Sérensen bestimmt. Bei letzterer 


Bestimmung wurde zur Bestimmung des Neutralpunktes Nev- : 


tralrot verwendet. 


Und es ergab sich ein Formolstickstoff von 13,3 °/, 
Fiir Arginylarginin berechnet '/, Gesamt-N =12,5 °, 
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Die Kontrollbestimmung ergab den gleichen Wert. 

Bei der Wiederholung der Darstellung erhielten 

wir den Wert 14,2 °/,. 

Nun wird die Lésung auf ein ganz kleines Volumen gebracht 
(nachdem ein Teil fiir den unten beschriebenen Fermentversuch 
entnommen worden war) und mit einer Mischung von 10g konz. 
Schwefelsiure und 30g Wasser 14 Stunden hydrolysiert, wobei 


rur ganz schwache Gelbfarbung eintrat, analog den Protaminen, 
|) die ja auch bei der Saurehydrolyse keine Huminstoffe bilden. In 


dem Hydrolysat wurde die Schwefelsiure mit Baryt entfernt, der 


i Gesamtstickstoff und der Formolstickstoff wie vorhin bestimmt. 


Es waren mit Formol titrierbar = 24,0 °/, 
Fiir Arginin berechnet = 25,0 °/, 


Die Hauptmenge des Hydrolysates wurde nach dem be- 
kannten Silberbarytverfahren gefaillt und dann schlieBlich das 


% Arginin als Pikrolonat vom Schmelzp. 226° isoliert. Es wurden 


auf diese Art 95°/, des ganzen Stickstoffes als Arginin wieder- 
gefunden. 

Dieses Verhalten entspricht somit allen Bedin- 
gungen, welche die angenommene Formel eines 
Arginylarginins erfordert und wir halten damit seine 


’ Konstitution fiir bewiesen. 


Der Grund, warum Fischer und Suzuki bei der Spaltung 


kein Arginin erhielten, ist offenbar in einer zu geringen Dauer 
| der Salzsiurehydrolyse zu suchen. 


Gestiitzt auf diese ermittelten Tatsachen untersuchten wir 
nun das Verhalten des Arginylarginins gegen Arginase. 

Wir benutzten dazu einen Teil der schwefelsiurefreien Lé- 
sung, die durch Zerlegung des Pikrates erhalten worden war und 
die also 1/, ihres Gesamt-N in formoltitrierbarer Form enthielt. 

Beispiel: 20 com der Lisung enthielten 30,8 mg Gesamt-N. 
Je 40 com dieser Lésung, die.stark alkalisch reagierte, wurde 


# auf zwei verschiedene P, gebracht. 


Nr. 1. py = 7,0 Nr. 2. py = 9,0 
Dazu kamen je 100 cem Phosphatpuffer Pu = 7,0 
» 100 ,, Glykokoll-NaOH-Puffer py = 9,0 
auBerdem ,, 0,2 g Arginasepulver 
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Die beiden Mischungen wurden 24 Stunden im Brit. 
schrank bei 37° digeriert. Darauf wurde wie iiblich bei 
P, = 7,0 mit Urease zerlegt usw.: 

Nr. 1 lieferte 12,0 mg N als Harnstoff 
” 2 9 12,8 ” ” ”? 9 


Daraus berechnet sich, ausgedriickt in Prozenten des | 
Gesamt-N 
fix Nr. 1 = 20,0 °/, als Harnstoff 
» » 2= 21,2 "lo ” 
durch Arginase abgespalten. | 

Wenn alle beide Guanidingruppen durch das Ferment | 
gelést werden, so bilden sich aus diesen 2 Molekiile Harnstof,, | 
d.h., von den 8 N-Atomen gehen 4 in Harnstoff tiber, d.i. J 
= 50°/, des Gesamtstickstoffs. Wird aber nur eine der beiden | 
Guanidingruppen gelést, so bildet sich nur 1 Molekil Harn- 
stoff, d. h., 25°/, des Stickstoffs ist als Harnstoff nachweisbar. | 

Wie ersichtlich, stimmen nun unsere Werte sehr gut | 
mit der zweiten Méglichkeit iiberein, um so mehr, da wir, um | 
Alkalihydrolyse zu vermeiden, nicht im Optimum der Reaktion | 
gearbeitet haben, so daB wir von vornherein keine Voll- | 
stindigkeit des Abbaues erwarten konnten. | 

Wir miissen also aus diesem Verhalten schlieBen, 
daB die Arginase bei der Einwirkung auf Arginyl- | 
arginin nur die eine Halfte des Molekils unter Harn- | 
stoffbildung spaltet. 

Ein Einwand dagegen ware noch zu nennen: Es kénate | 
nimlich eine Aufspaltung des Peptides in freie Aminosiure | 
unter der EKinwirkung der erhéhten Temperatur und der | 
alkalischen Reaktion stattgefunden haben, der zu einem | 
Gleichgewichte fihrt. Wenn das aber der Fall wire, s0 | 
miiBte der Versuch mit Nr. 2 bei p,=9 einen wesentlich | 
héheren Wert gegeben haben als Nr. 1. Dies ist aber, wie | 
gezeigt worden ist, nicht der Fall. : 

Es scheint also hier eine ganz charakteristische Kigen- | 
tiimlichkeit der Fermentreaktion hervorzutreten, die wir nut 
noch einen Schritt weiter verfolgten. Welche der beiden 
Hialften des Molekils wird gespalten? | 


%) 








ej 
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Aus dem negativen Befund beim Agmatin lag die An- 
nahme nahe, daB die Arginylgruppe, deren Carboxyl ja’ besetzt 
ist, dem Fermente widersteht. 

Um iiber diese Frage AufschluB zu bekommen, haben 
wir nun das Verhalten des Argininmethylesters gegen 
Arginase untersucht. 

Der Untersuchung stellt sich aber in der leichten Zer- 
setzlichkeit des freien Esters ein groBes Hindernis in den 
Weg. Verwendet man andererseits das Chlorhydrat, so hindert 


{ die stark saure Reaktion dieser Verbindung die Ferment- 
4 wirkung. Hine 1/200-molare Lésung des Esterchlorhydrates hat 


schon ein p,, von etwa 3, also eine Reaktion, bei der das 


= Ferment nicht mehr wirkt. 


Wir suchten dieses Hindernis in folgender Weise zu 
umgehen: 

Kine Arginaselésung von 1,2 g Arginasepulver in 120 ccm 
Wasser (nach 12stiindigem Stehen bei 38° unter Toluol 
filtriert) hat ein p,, von etwa 5,5. 

Unter Benutzung von Phosphatpuffern lieBen wir nun 
einmal diese Arginaselésung bei ihrem eigenen p,,, das andere 
Mal bei p,, = 7,2 auf eine n/200-Lésung des Esterchlorhydrates 
einwirken. 

Zur Kontrolle lieBen wir dieselbe Fermentlésung bei den 
gleichen Wasserstoffionenkonzentrationen auf eine n/200-Arginin- 
lésung einwirken. AuBerdem fihrten wir die Reaktionen einmal 
bei Zimmertemperatur und einmal bei 38° durch. 


. A. Ester. 
1. Pr = 5,6 
20 cem Esterlésung . J 
30 ,, Puffer | 24 Stdn. Zimmertemperatur = 1,6 °/, Abbau 
20 ,, Fermentlésung | 
2. Pu = 5,6 : s : 
| sonst wie 1 24 bei 88 = 43%,  ,, 
etic a 24 Zimmertemperatur = 29,9 °/ 
sonst wie 1 ” P 2 lo 
4, Pr = 7,1 0 ‘ 
sonst wie 1 } 24 ., bei 88 = 890% ,, 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXLY. 6 
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B. Arginin. 
5. Pr = 5,6 
20 cem Argininlésung 
30 ,, Pufferlésung 
20 ,, Fermentlésung 


6. Pp = 7,2 
sonst wie 5 
Durch Fesselung der Carboxylgruppe tritt fast | 
vollkommene Hinderung ein. 
Der Vergleich von Nr. 1 und Nr. 5 = 1,6°/, und 53,6°), | 
zeigt dies deutlich. In dem Maf8e jedoch, als durch erhohte | 
Temperatur, oder das stirker alkalische Milieu die Verseifung |j 
des Esters begiinstigt wird, findet eine Zunahme der Harnstoff. | 
bildung statt. q 
Kine beginnende schwache Verseifung wird outiicoemes, | 
wenn durch den fermentativen Zerfall der durch Verseifung | i 
entstandenen Argininmolekiile das gebildete Arginin immer | 
wieder entfernt wird, zu einem beschleunigten Esterzerfall | 
fihren, so daB z. B. in Versuch Nr. 4 der Abbau genau q 
vollkommen scheint, als hatte man reines Arginin von vorn- | 
herein zugesetzt. ; 


-Fassen wir nun diese Ergebnisse zusammen, so finden wir: 


24 Stdn. Zimmertemperatur = 53,6°/, __,, 


24 ? ” = 88,7 %o 9 


ME 
NH 
\ni 


x, 

x, 

on, 

bu, -NH, 

Agmatin und Argininmethylester 


werden nicht abgebaut, wohl aber das Arginin, das eine intakte | 
Carboxylgruppe trigt. 
Wir kénnen deshalb mit gré8ter Wahrschein- g 
lichkeit annehmen, daB das Arginylarginin in fol- } 
gender Art durch die Arginase gespalten wird: 
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NH, 

eg H.0 + + a 
ba, Nu, NYE, 
bar, bu, 
CH, du, 
Gu.NH, bu, 
box bu 

doc# 


Der nachste Schritt zum Beweis dieser Reaktion wire die 
Isolierung des entstehenden Arginyl-ornithins; wir sind mit der 
Isolierung dieses Peptides bereits beschaftigt. Auch haben wir 


Wunsere Untersuchungen auf andere Peptide des Arginins aus- 
Sgedehnt und werden demnichst dariiber weiter berichten. 





III. Uber das Vorkommen der Arginase in verschiedenen 
Organen und Tierklassen. 


Wie schon anfinglich gesagt wurde, bestanden beziiglich des 


Vorkommens der Arginase eine Reihe von Unklarheiten, so daB 
wir diese Frage unabhingig von allen friiheren Beobachtungen 


@eimer neuen Priifung unterzogen haben. Die inzwischen er- 
@schienenen Untersuchungen von Hunter und Dauphinée (1. c.) 
@haben ebenfalls groBen Anteil an der Klarung dieser Frage. 


Wie die englischen Autoren mit Recht sagen, waren alle 


BVersuche immer nur qualitative Priifungen und gaben nicht 


Bden geringsten Aufschlu8 iiber die in den einzelnen Organen 


vorkommenden Mengen des Fermentes. AnschlieBend an diese 
Uberlegung haben sie dann eine Arginaseeinheit aufgestellt, 


@bezogen auf den Abbau einer bestimmten Menge Arginin unter 
| bestimmten Verhiltnissen. Wir heben dies besonders hervor, 
@ da wir, ehe wir von dieser Untersuchung Kennitnis hatten, 


@avch abnliche Versuche begonnen haben, die noch nicht ab- 


geschlossen sind und tiber die wir in einiger Zeit berichten 


@werden. Die Priifungen, itiber die wir hier nun berichten wollen, 
@sind noch nicht auf Grund solcher exakter Messungen aus- 
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_gefiihrt, sondern haben, da sie nur eine allgemeine Orientierung | 
ermdéglichen sollen, nur aproximativen Charakter. : 

Die Methode, nach der wir arbeiteten war die folgende: | 
Kine bestimmte Menge des zu priifenden Organs (z. B. 1 9)’ 
wurde mit einer mehrfachen Menge Quarzsand 5 Minuten lang’ 
verrieben und darauf mittels einer bestimmten Menge Wasser | 
(50 ccm) eine Suspension hergestellt, die nach 5 Minuten langen | 
Stehen von den griberen Partikeln abgegossen wurde. Zu. 
zwei gleichen Volumen dieser Suspension (je 20 ccm) wurde) 
je das gleiche Volumen einer Glykokoll- NaOH- Pufferlésung| 
P,, = 9,5 zugesetzt (20 com) und endlich in die eine Probe| 
eine bestimmte Menge Argininlésung von bekanntem Gehalte) 


é 
y 


(10 com 1°/,iges neutr. Argininsulfat) in die andere Probe das|@ 
gleiche Volumen Wasser. Endlich zu beiden ein Zusatz von) q 
Toluol. Nach 24—48 Stunden wurde dann weiter verfahren| 
wie im I. Teil. Das p, auf 7 gebracht, mit Urease zerlegt usw.) 

Enthielt das Organ merkliche Mengen von Arginase, so 
erhielten wir auf diese Art immer fast vollkommenen Abbau;! 


im anderen Falle konnten wir auch sehr geringe Ferment: | 
mengen qualitativ mit ziemlicher Exaktheit nachweisen. Die) 
Kontrollproben ohne Arginin wurden angestellt, um prifor-/ 
mierten Harnstoff und Ammoniak festzustellen. Sie gaben in| 
allen Fallen nur ganz minimale Werte, die von den in den|® 
eigentlichen Proben gebildeten Harnstoffmengen gleich ab-| 
gezogen wurden. Alle Werte sind berechnet als Prozente” 
abgebautes Arginin von der urspriinglich zugesetzten Menge.’ 


Versuche mit Darmschleimhaut. 

Kossel und Dakin fanden die Arginase in der Darn-| 
schleimhaut, ebenso wie Clementi. 
KE. hat schon in seiner ersten Mitteilung berichtet, dat) 

es mit der Formoltitration nicht gelingt, diesen Befund zu 
bestatigen. Inzwischen haben auch Hunter und Dauphinée’ 
diese Frage nachgepriift und ebenfalls keinen Abbau festgestellt. 
Wir haben diese Frage neuerdings iberpriift und kénne| 
unsere seinerzeitigen Resultate bestatigen. Darmschleim-| 
hiute vom Hund, Katze und Taube haben bei wieder- 
holten Versuchen mit unserer jetzigen Ureasemethode 
keine Arginase, oder nur ganz geringe Spuren ent- 
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halten. Auch unter der unwahrscheinlichen Annahme, da8 


die Arginase dieses Gewebes ein von der Leberarginase ver- 


schiedenes p,,-Optimum besitzt, haben wir einmal bei p, = 7, 
ein anderes bei p,, = 9 arbeitend, nur spurenweisen Abbau fest- 


% gestellt. Selbst nach 72 Stunden betrug der Abbau des Arginins 


nur 2,5—5°/,. Es scheinen aber nach Beobachtung von 
A. Kossel noch Shnliche Fermente vorzukommen. 


Leber. 


Die Leber ist bei Siugern und Amphibien das 
an Arginase reichste Organ. Erfreulicherweise stimmen 
die Feststellungen aller Autoren hierin iiberein. 

Wie Clementi als erster gefunden hat, fehlt sie in den 


@ Lebern von Végeln und Reptilien. Diese auch von mir seiner- 


zeit ermittelte Tatsache kénnen wir bis auf eine wichtige Aus- 
nahme, von der gleich die Rede sein wird, neuerdings fir eine 
ganze Reihe von Tieren bestatigen. 

Wir untersuchten: Katze, Maus, Hund, Kalb, Meer- 
schweinchen, Frosch, Mensch. Im allen diesen Fallen er- 
hielten wir fast quantitativen Abbau des zugesetzten Arginins 


@(vgl. die Tabelle). 


Clementi hat darauf hingewiesen, daB diejenigen Tiere, 
die in der Hauptsache Harnstoff produzieren in der Leber 


-@ Arginase enthalten, wohingegen die Tiere, die hauptsichlich 
1 Harnsaure bilden, in der Leber keine Arginase bilden. 


Bei der Wichtigkeit dieses Tatbestandes haben wir be- 


J sonders die Gegenwart der Arginase in der Vogelleber einer 
® griindlichen Priifung unterzogen und sind dabei auf eine Tat- 


sache gestoBen, die vielleicht den Ausgangspunkt fiir die 
Klaérung ganz anderer Stoffwechselprobleme bilden kann. 

Wir arbeiteten mit Tauben und Hiihnern. Wéahrend sich 
mannliche und weibliche Tauben ganz gleich verhielten, indem 
ihre Lebern nicht abbauten, gelang es bei den Hiihnern einen 
prazisen Unterschied zwischen den Geschlechtern nachzuweisen: 
Hihnerlebern enthalten nicht oder nur minimale 
Spuren von Arginase, Lebern von Hahnen bauten die 
zugesetzten Argininmengen auBerst stark ab. 

Wir haben 4 Hahne und 4 Hihner, alle mit dem gleichen 
Erfolge untersucht. Es ist somit ein exakt-chemisch definier- 


rex 
ne 


























86 S. Edlbacher und P. Bonem, 


barer Geschlechtsunterschied beziiglich des intermediiren Ki- 
weiBstoffwechsel festgestellt. Wir stellen deshalb die These 
zur Diskussion, daB der intermediire Argininstoff- 
wechsel in hervorragendem MaBe mit den Genital. 
funktionen in Beziehung zu stehen scheint. Wie gleich [| 
weiter ausgefiihrt werden wird, kénnen wir noch eine Reihe 
weiterer Beobachtung zur Stiitzung unserer Anschauung anfiihren. 

Wenn man die klassischen Untersuchungen von Mies cher 
und Kossel iiber die Spermatozoen der Fische betrachtet, so 
erkennt man, daB in dem Argininreichtum der Protamine ein 
deutlicher Hinweis auf die eminente Bedeutung dieser Amino- 
siure fir die Geschlechtsfunktion gegeben ist und wir neigen 
zu der Ansicht, daB sich nicht nur beim Huhn, sondern auch 
bei allen anderen Tieren eine Beziehung zwischen Geschlecht | 
und Argininabbau finden lassen wird. In dieser Richtung | 
laufende Untersuchungen beschiaftigen uns auch gegenwirtig 
und wir hoffen in kurzer Zeit dariiber berichten zu kénnen. | 

Geleitet von diesen Gedankengingen untersuchten wir die ) 


Genitalorgane. 


Die Befunde bilden eine Stiitze unserer Anschauungen: 
Hoden von Hiihnern, sowohl als Tauben erweisen sich 
als stark Arginase enthaltend. Aber nicht nur die 
Testikel von Végeln, auch die vom Stier, Hund und Meer- 
schweinchen verhalten sich positiv (vgl. Tabelle). | 

Im Gegensatz dazu kommt in den Ovarien wohl | 
auch Arginase vor, jedoch meistens in viel geringeren | 
Mengen, bis auf einen Fall eines Taubenovars, welches auch | 
sehr stark abbaute und zwar handelte es sich hier um ein | 
briitendes Tier. Diese Ergebnisse stehen in einem gewissen | 
Widerspruch mit den Befunden von Hunter und Dauphinée | 
(a. a. O.), die in den Fischtestikeln keine Arginase fanden. : 

Wir vermuten aber, daB dieser Widerspruch sich dadurch |; 
lésen lassen wird, da8 noch ein Faktor bis jetzt nicht beriick- 
sichtigt worden ist, der zweifellos eine wichtige Rolle spielt, 
nimlich der Zustand, in dem sich die untersuchten Tiere be- 
finden, die Brunstzeit und das Alter. | 

Gerade die merkwiirdige Beobachtung, daB einmal das | 
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® bedeutet nichts gefunden, — bedeutet nicht untersucht. 
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Ovar der Taube fast negativ, das andere Mal stark positiv 
reagiert, deutet darauf hin. 

Und noch eine Tatsache kénnen wir fiir unsere An- 
schauung anftihren: Stierhoden baut sehr stark, fast 
quantitativ ab, die Hoden von Kalbern zeigten nur 
einen ganz geringen Abbau. 

Diese Beobachtung, fiir die wir vorliufig nur 2 Versuche 
zam Belege anfihren kénnen, spricht doch sehr stark fir den 
Zusammenhang zwischen Geschlechtsfunktion und fermentativen 
Argininabbau. Auch méchten wir darauf hinweisen, daB es 
sich beim Huhn um ein domesticiertes Tier ohne eigentliche 
Brunstzeit handelt, im Gegensatze zur Taube. Daher ist der 
Unterschied Hahn—Henne vielleicht leichter zu fassen gewesen. 


Nieren. 


Die Ornithursaiurebildung bei Hiihnern nach Benzoesaure- 
verfitterung, die Jaffe zuerst beobachtet hat, lieB unseren 
fritheren Befund, daB die Végel keine Arginase enthalten, 
paradox erscheinen. Mu8 doch das zur Ornithursaiurebildung 


bereit gestellte Ornithin durch Arginasespaltung entstehen. 
Clementi glaubte mit der Formoltitration die Arginase in 
Vogelnieren gefunden zu haben. 

Wir haben eine Reihe von Vogelnieren (Tauben, Hiihner) 
untersucht und fanden: 

1. Es gelingt nicht, mit der Formoltitration in 
der Vogelniere die Arginase nachzuweisen. 

2. Im Gegensatze dazu zeigt die Ureasemethode, 
daB alle untersuchten Vogelnieren das Arginin quan- 
titativ abbauen. | 

Hunter und Dauphinée sind beziiglich Punkt 2 zu dem- 
selben Resultat gelangt. Wir glauben diese iiberraschende 
Zwiespaltigkeit der beiden Methoden dadurch erklaren zu 
kénnen, da8 einmal das Ornithin (Formolmethode) das andermal 
der Harnstoff (Ureasemethode) bestimmt wird. Méglicherweise 
werden die am Ornithin frei werdenden Aminogruppen ahnlich der 
Ornithursdurebildung substituiert (methyliert, acetyliert, benzoy- 
liert usw.), so daB sie sich dadurch der Titration entziehen. Die 
urspriingliche Beobachtung von E. ist also richtig; der Schlu8 
auf das Fehlen der Arginase in der Vogelniere ist falsch. 
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v § In den Nieren von Saéugetieren haben wir ebenfalls in den 
= meisten Fallen einen ziemlich starken Abbau feststellen ee. 
- [} Manchmal bis 70°/, des zugesetzten Arginins. 


t - Milz und Nebennieren erwiesen sich bei allen unter- ae 
r |§ suchten Tieren fast negativ. | 
Q Zusammenfassung der wichtigsten Resultate. 

D 1. Das Wasserstoffionenoptimum der Arginase wird bei 

Q 26 und 38° bestimmt. Es hat den Wert von p, = 9,5—9,8. 

s | 2. Bei giinstigen Bedingungen kann der Abbau des Arginins 

e |) durch das Ferment fast vollkommen werden. © 

r 3. Guanidinessigsiure, Guanidinpropionsdure und Agmatin, 

l. 


sowie l-Arginin werden durch Arginase nicht gespalten. Es 
werden dadurch friihere Literaturangaben bestiitigt. 
. 4. Es wird das von E. Fischer und Suzuki dargestellte 
. |} Arginylarginin einer Untersuchung unterworfen, aus der sich er- 
1 |) gibt, daB ihm mit gré8ter Wahrscheinlichkeit die angenommene 
| Konstitution zukommt. Es zerfallt bei der Saurehydrolyse in 
Arginin, welches als Pikrolonat erhalten wird. 
3 5. Die Einwirkung von Arginase auf dieses Argininpeptid 
» fihrt nur zur Spaltung der einen Hilfte des Molekiils. 
6. Argininmethylester wird von Arginase nicht gespalten. 
) | 7. Daraus und aus dem Verhalten des Agmatins wird der 
© SchluB gezogen, daB im Arginylarginin dasjenige Arginin durch 
, Arginase abgebaut wird, das die freie Carboxylgruppe trigt. 

8. Es wird das Vorkommen der Arginase in verschiedenen eras 
Organen und Tierklassen gepriift. pia 
. | 9. Die Arginase l4Bt sich nicht nachweisen in der Darm- “ 

© schleimhaut von Hund, Katze und Taube. ; 

10. Die Leber von Katze, Maus, Hund, Kalb, Meer- 
schweinchen, Frosch, Mensch, enthalt reichliche Mengen von 
Arginase. Es werden dadurch frithere Befunde bestitigt. 

11. Die Leber von der Taube und vom weiblichen Huhn 
enthalt in der Regel keine, oder nur minimale Spuren von hi 
Arginase, wodurch ebenfalls friihere Feststellungen bestatigt 
werden. 

12. Beim Huhn adeeaaiden sich mannliche und weib- 
liche Tiere, indem erstere in der Leber reichliche Mengen 
Arginase enthalten, letztere, wie schon erwahnt, meistenteils 
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nicht. Es wird dadurch eine grundsitzliche Verschiedenheit | 
zwischen minnlichem und weiblichem Argininstoffwechsel be- 7 
wiesen. : 
13. Die Hoden von Hahnen, Taubern, Stier, Hund und | 
Meerschweinchen enthalten in Ubereinstimmung mit Punkt 12 |7 
reichliche Mengen von Arginase. i 
14. Kalberhoden zeigten im Gegensatze dazu nur ganz || 
geringen Abbau.!)' Dieser Versuch weist auf die Funktion | 
dieses Organs vor und nach der Pubertit hin. ft 
15. In den meisten Ovarien von Hiihnern, Tauben und Hunden : 
lassen sich nur ganz geringe Mengen von Arginase nachweisen, | 
mit einer Ausnahme, wo es sich um eine briitende Taube handelt, | ¥ 
16. Mittels der Formoltitration la8t sich die Arginase in | 
den Nieren der Végel nicht nachweisen, in Ubereinstimmung |” 
mit friiheren Befunden von E. Die Ureasemethode ergibt |) 
jedoch, daB die Nieren von Hihnern und Tauben beiderlei | 
Geschlechts stets reichliche Mengen von Arginase enthalten. | 7 
Es werden dadurch die Ergebnisse von Hunter und Dauphinée |: 
(a. a. O.) bestatigt. : 
17. In den Nieren von Hund, Katze, Kaninchen, Maus, | 
Meerschweinchen findet sich ebenfalls in den meisten Fallen | 
Arginase, doch schwankt die Wirksamkeit dieser Organextrakte. | 
18. In der Milz von Hund, Katze, Maus, Kaninchen, 
Meerschweinchen, Huhn und Taube hat sich keine Arginase | 
nachweisen lassen. : 
19. Die Nebennieren des Meerschweinchens eewiehen sich | 
als frei von Arginase. a 
Diese Arbeit wurde mit Mitteln durchgefiihrt, die uns von | 
der Rockefeller Foundation zur Verfiigung gestellt worden | 
waren. Wir sprechen ihr dafiir unseren Dank aus. | 


Nachtrag. Unsere neuesten Untersuchungen zeigten, dab | 
unter gewissen Bedingungen auch die Lebern von weiblichen | 
Enten und Hiihnern einen gewissen Arginasegehalt aufweisen. 
Es sind dies ausnahmslos Tiere zur Zeit der Ovulation. Die 
Ovarien sind aber dabei negativ. 





1) Ebenso erwiesen sich die Hoden von jungen noch nicht ge- 
schlechtsreifen Hihnen als negativ. 
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Bemerkungen zur Kenntnis der Trockenhefe. 
Von 


Harry Sobotka. 


eerie ene 


(Der Redaktion zugegangen am 2. April 1925.) 


In einer kiirzlich erschienenen Arbeit ,Zur Kenntnis der 


| Trockenhefe. II“*) erinnert H. v. Euler daran, daB er zuerst 
| 1911 den Gedanken der vollkommenen oder teilweisen Bindung 


der Zymase an das Protoplasma der lebenden Hefe aus- 
gesprochen hat. Dies sollte in einer Arbeit ,Zur Kenntnis 


4} der Trockenhefe“*), auf die Euler anspielt, nicht bestritten 


werden. 

Dagegen glaube ich den Nachweis fir die enger um- 
schriebene Annahme erbracht zu haben, daB die Zymase wirk- 
lich ganz und nicht nur partiell mit dem Plasma verbunden 
ist und daB sie erst bei der Darstellung zellfreier Safte, nicht 


® aber bereits bei der Wasserentziehung, enzymatisch freigelegt 


und léslich gemacht wird. 


Wenn man auf den Gehalt der lebenden Zelle an freier Zymase 
aus der Girkraft des Buchnersaftes schlieBen wollte*), mu8 man kon- 
sequenterweise e minore auch Safte von groBer Garkraft z. B. den durch 
die folgenden Zahlen charakterisierten Saft mit der urspriinglichen An- 
wesenheit freien Enzyms erkliren, dessen Menge 1°/, der gesamten 
Zymase weit iibersteigt und kaum als unbetrichtlich bezeichnet werden 


4 kann. 





1) H. v. Euler u. G. Westling, Diese Zs. Bd. 140, S. 164—176 
(1924), | 

*) H. Sobotka, Diese Zs. Bd. 184, S. 1—21 (1928/4). 

*) H. v. Euler u. G. Westling, a.a. O., S. 166. 
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Harry Sobotka, 


Giérung von je 1 g Glucose bei 30°. 


A. 1g Hefe (0,28 g Trockengewicht) in 20 ccm; 
B. 20 ccm Saft, entsprechend 6,67 g Trockenhefe. 














Minuten 20 | 80 | 45 | 60 70 115 Halbgirzeit 


A. si ji — — 89 | 145 115 Min. 


B. 25 | 70 | 112 | 140 | 240 | 70 — 20 (Induk. | 
tion) = 50 Min. | 


ccm Co, { 























Zymaseausbeute des Saftes bezogen auf frische Hefe 


115 x 0,23 


pene 0 
350x607” lo- 





Schon Buchner hat angesichts der steigenden Zymase- | 


ausbeuten bei wiederholter Extraktion des PreBkuchens die | 


Moglichkeit ins Auge gefaSt, ,daB nicht alle in den Hefezellen | 
befindliche Zymase sich dort in geléster Form im waBrigen | 
Zellsaft vorfindet, sondern vielleicht erst infolge des Wasser- | 
zusatzes in Lisung geht!) Leider fiihrte der Versuch einer | 
’hnlichen fraktionierten Gewinnung gréBerer Zymaseausbeuten _ 
aus Lebedew-mazerationen nicht zum Ziel, da hier jenes die — 
Zymase ,,freilegende“ Enzym scheinbar vollkommen in Lisung | 
ist und darum bereits zugleich mit dem ersten Saftanteil ab- | 
getrennt wird. 

Dessenungeachtet bestehen die iibrigen experimentellen — 
Griinde fort, auf denen nicht nur der Zweifel an der Existenz | 
freier Zymase in der Zelle, sondern auch die Auffassung fuBt, ~ 
daB kein prinzipieller Unterschied zwischen der Garung frischer | 
und getrockneter Hefe besteht. Abgesehen von den Erfahrungen _ 


mit der Induktionsdauer der verschiedenartig getrockneten % 


Hefen, sei auf das aufschluBreiche Verhalten zerriebener Trocken- | 
hefe hingewiesen, deren Garkraft durch die Zerstérung der | 
Zellen eindeutig geschidigt wird.?) DaB die Trockenhefe bei | 
der Quellung nicht in allen Fallen mit der Wiederaufnahme — 
ihres Stoffwechsels ihre Fortpflanzungsfahigkeit sogleich in | 
experimentell wahrnehmbarem Umfange wieder ausiibt, ist kein | 





1) ,Die Zymasegirung“ 1903, S. 88—92. 
*) H. Sobotka, a. a. O. 2 und zwar §.5 u. 21. 
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ik- 
% durchschnittlichen Trockengehalt von 25°/,) unstatthaft er- 
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Widerspruch zu den Erfahrungen der Biologie an lebenden 
Zellen. 

Um einer mifverstaindlichen Deutung meiner Ausfiihrungen 
iiber die Wirkung von Zellgiften auf trockene Hefezellen’) zu 


7 \ermeiden, sei bemerkt, daB der direkte Vergleich der hemmen- 


den Wirkung gleicher Mengen Narkotikum, z. B, Phenol?) auf 
1 g Trockenhefe und auf 1g oder 0,25¢ Frischhefe (von einem 


scheint, worauf schon seinerzeit hingewiesen wurde. Euler 
bemerkt mit Recht auf 8S. 169 der erwihnten Arbeit, daB die 
Trockenhefezellen wohl nicht durch ,,kleinere Permeabilitaét der 


: § duBeren Schicht“ geschiitzt sind. Wenn man nun annimmt, 


da8 das Narkotikum seine Wirkung durch Sorption an oder 
Reaktion mit den Zellbestandteilen ausiibt, so muB man Euler 
beistimmen, da der zu erwartende ,,Unterschied in der Ver- 
teilung des Phenols zwischen Zellen und Lésung kaum zu 
einer héheren Giftkonzentration in der Trockenhefe fihren“ 
kann, wohl aber unter sonst gleichen Bedingungen angesichts 
der viel gréBeren Trockensubstanzmenge in “—_ Versuchen 
zu einer viel geringeren Giftkonzentration und darum zu 
schwicherer Girungshemmung. Ein Blick auf die Eulerschen 
Zahlen zeigt bei Anwendung von 


0,02 g Phenol auf 1 g Trockenhefe eine durchschnittliche Hemmung 
um etwa }/,, 


0,05 g - » 1g Trockenhefe eine solche von 60 bzw. 20 u. 3°%,, 
0,05 g ae » 1g frische Hefe (etwa 0,25 g Trockensubstanz) 
um etwa ‘/,, 
0,05 g o » 0,25 g frische Hefe (etwa 0,0625 g Trockensubstanz) 
um °/, gegeniiber den entsprechenden Kontroll- 
versuchen. 


Diese graduellen Unterschiede der hemmenden Wirkung 
sind leicht und hinreichend mit den von 2—80°/, der Trocken- 
substanz wechselnden Phenolmengen erklarbar. 


Da8 auch bei den Versuchen, die alkoholische Girung dureh Zu- 
satz von Formiat zu beschleunigen, die Trockenhefe zuriickzustehen 





) A.a. O., S. 6. 
*) H. v. Euler u. G. Westling, a,a.O. und zwar S, 167—169. 
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scheint’) mag seinen Grund ebenfalls darin haben, da8 1 g frischer 
Hefe mit 2g getrockneter verglichen wird. Auch in dieser Versuchs- 
serie wird, bei Annahme einer gleichmifigen Verteilung des Formiates 
auf die Zellen, der lebenden Zelle etwa die 8 fache Menge des Reagens 


dargeboten. 
M. E. lassen sich aus solchen Zahlen keine Schliisse auf 


die geringere Empfindlichkeit des Garvermégens von Trocken- 
hefe gegen verschiedene Reagenzien und somit auf die Ver- 
schiedenartigkeit ihres zymatischen Systems ziehen. 


New York, den 17. Marz 1925. 





1) A.a. O., S. 178 f. 
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Zur Kenntnis der Gallensduren. 
XIIL. Mitteilung. 


Von 


Martin Schenck. 





(Aus der Physiologisch-chemischen Abteilung des Veterindr-physiologischen Instituts 
der Universitat Leipzig.) 


(Der Redaktion zugegangen am 9. April 19265.) 


Uber das Vorkommen von Desoxycholsiure (Choleinsiure) 
in der verseiften Ziegengalle. 


Das Folgende bildet eine Erginzung zur zwilften, in dieser 
Zeitschrift vor kurzem erschienenen Mitteilung, in welcher 
iiber die Untersuchung eines merkwiirdigen Konkrementes aus 


idem Labmagen einer Ziege berichtet worden war. Als Haupt- 


bestandteil des Labmagensteines war zu etwa 75°/, freie Chol- 


sure festgestellt worden, wihrend daneben Choleinsiure in ~ 
kleinerer Menge (schatzungsweise 5°/,) sich vorfand. Von diesen } 
® beiden Saéuren ist die erstere als Bestandteil der Ziegengalle 


bekannt, sie findet sich darin in Gestalt von Tauro- bzw. 
Glykocholsiiure, warend Choleinséiure meines Wissens als spezi- 


sfische Séure der genannten Gallenart noch nicht beschrieben 


wurde. Wenn man nicht die sehr unwahrscheinliche Annahme 


meiner bakteriellen oder enzymatischen Umwandlung von Chol- 


siure in Desoxycholsiure, die dann ihrerseits mit héherer Fett- 
Siure das eigenartige Kombinationsprodukt: Choleinsaiure ge- 


@bildet hatte, machen wollte, muBte nach dem bei der Priifung 


des Labmagenkonkrementes erhobenen Befund Choleinsiure 


(oder event. Desoxycholsaéure) zu den spezifischen Saéuren der 


hormalen Ziegengalle gehéren. Ich habe deshalb zur Kontrolle 



































96 Martin Schenck, 


ein kleines Quantum der in gréBerer Menge verhiltnismiig | 
schwer zu beschaffenden Ziegengalle auf die spezifischen Gallen. | 
siuren untersucht und in der Tat Desoxycholsiure in dem ge. | 
nannten Untersuchungsmaterial nachweisen kénnen. 
Der Gang der Verarbeitung der Ziegengalle war Abnlich § 
dem bei der Untersuchung des Konkrementes eingeschlagenen | 
Wege und gestaltete sich folgendermaSen. 90g frischer Galle | 
(entsprechend dem Inhalt von 7 Blasen) wurden ohne vorherig. | 
Filtration oder Klarung in der tiblichen Weise mit 9 g KOH | 
12 Stunden am RiickfluBkithler gekocht. Nach dem Erkalten | 
wurde die Lésung von einem grauen Bodensatz durch Fil- | 
trieren getrennt und dieser auf dem Filter mit Wasser aus. | 
gewaschen. | 
Er war anorganischer Natur und bestand im wesentlichen aus @ 
Calciumphosphat und etwas -Carbonat, Eisen und vielleicht auch Zink | 
waren in Spuren vorhanden. In verdiinnter Salzsiure léste sich der | 
Niederschlag fast vollstindig auf, die Lésung zeigte schwachen Geruch | 


nach Schwefelwasserstoff, der sich auch durch Briaiunung eines in das | 
Reagensglas hineingehaltenen Bleiacetatpapiers zu erkennen gab. 


Das Filtrat von dem anorganischen Bodensatz schied aut | 
Zugabe von Salzsiure die Gallensiuren als harzige Masse aus, 
die nach dem Durchkneten mit Wasser in verdiinntem An- 
moniak gelést wurde. Eine geringe Triibung beseitigte man 
durch Filtrieren und s&uerte das Filtrat bei Gegenwart von | 
Petrolather unter kraftigem Schiitteln mit Salzsiiure an. Der @ 
Petrolither nahm nur wenig auf, da sich die ausgeschiedenen 
Saéuren alsbald wieder zu einem harzigen Klumpen zusammet- 
ballten. Den petrolaitherischen Auszug iiberlieB man der frei- 
willigen Verdunstung, der ungefarbte, geringfiigige Verdunstungs- 
riickstand enthielt Cholesterin (positive Salkowski-Probe) und 
daneben wohl héhere Fettsiure. Die harzigen Gallensiuren 
wurden wieder in verdiinntem Ammoniak geliést; Zusatz von 
Chlorbarium erzeugte eine graue Fallung, die abgesaugt (Filtrat F 
s. unten), gewaschen und mit Sodalésung auf dem Dampfbad 
umgesetzt wurde. Beim Filtrieren des heiBen Gemisches ent- 
stand, wie bei der Untersuchung des Labmagenkonkrementes, 
im Filtrat eine gallertige Ausscheidung von Natronseife, und} 
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die Filtration stockte bald. Der Filterriickstand wurde deshalb 


® noch mehrmals mit heiBem Wasser ausgezogen, bis er nur noch 


aus Bariumcarbonat bestand. Die vereinigten Filtrate schiittelte 
man, ohne Riicksicht auf die gallertige Ausscheidung zu nehmen, 


1 mit Petrolither und Salzsiure; ungelést blieb nur eine kleine 


Menge, die mit wenig Eisessig kurze Zeit gekocht wurde. Die 
Eisessig-Lésung schied beim Stehen spirliche, etwas gefarbte 
Krystalle aus, die vermutlich aus nicht ganz reiner Aceto- 
choleinsiure bestanden, aber wegen ihrer geringen Quantitait 
nicht zu einer weiteren Untersuchung einluden. Der Petrol- 
itherauszug hinterlieB nach freiwilliger Verdunstung einen 
weiben Riickstand, der etwas reichlicher als der des ersten 
Auszuges (s. oben) war. Auch hier fiel die Salkowskische 


4 Cholesterinprobe positiv aus; nach dem Umkrsytallisieren des 


Riickstandes aus Alkohol resultierten weiBe Krystalle, die nach 
dem Trocknen an der Luft unscharf bei 57—58° schmolzen und 
wahrscheinlich aus einem Gemisch von Stearinsiure und 
Palmitinsiure bestanden. 

Das Filtrat F von dem Bariumniederschlag wurde mit Salz- 
siure gefallt, die Fiallung abgesaugt, gewaschen, etwas ab- 
gepreBt und in Alkohol gelést. Die alkoholische Lésung wollte 


spontan nicht recht krystallisieren, lieferte aber beim Reiben’ 


mit dem Glasstab eine reichliche, feinkérnige, weiBe Krystalli- 


| sation (K) die am niichsten Tage abgesaugt und mit etwas 


Alkohol gewaschen wurde. Das Filtrat von dieser Kristalli- 
sation erhitzte man auf dem Dampfbad zur Verjagung des Al- 


® kohols, nahm den Riickstand in heiBer verdiinnter Natronlauge 


auf und versetzte die erkaltete, mit Wasser noch weiter ver- 
diinnte Liésung mit Chlorbarium. Die entstandene Fallung (A) 
wurde wieder mit Sodalésung auf dem Dampfbad umgesetzt. 
Auch hier lie® sich das heiBe Gemisch nur schwierig filtrieren, 
weshalb die Behandlung die gleiche war, wie vorhin beschrieben. 
Die vereinigten Filtrate, die hier eine gleichmaBige, starke, sich 
allmihlich zu Boden setzende Triibung zeigten, wurden wieder, 
ohne Riicksicht auf die Triibung zu nehmen, mit Petrolather 
und Salzsiure geschiittelt. Nur wenig blieb ungelést und nach 
kurzdauerndem Kochen dieser geringen Menge mit Kisessig 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXLV. 7 
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schied die erkaltete Hisessiglésung kaum etwas aus, weshalh | 
sich eine weitere Untersuchung eriibrigte. Der spiirliche, farb. | 
lose Verdunstungsriickstand des Petrolitherauszugs gab positive | 
Salkowskische Cholesterinreaktion und enthielt neben Chole. | 
sterin vermutlich héhere Fettsiure. : 

Das Filtrat von der Fallung A lieferte beim starken Ver. | 
diinnen mit Wasser eine weitere Triibung bzw. einen sich |@ 
langsam absetzenden Niederschlag. Auch diese Fallung (Bj | 
wurde mit Sodalésung auf dem Dampfbad erhitzt, das Filtrat | 
vom Bariumcarbonat war etwas getriibt, lieB sich aber durch | 
wiederholtes Filtrieren ziemlich kliren. Zusatz von Salzsiure | 
erzeugte eine Fallung, die nach 24 Stunden abgesaugt, ge- | 
waschen, an der Luft getrocknet und dann mit Hisessig 5 Mi- | 
nuten gekocht wurde. Beim Stehen der Hisessiglisung schieden | 
sich allmahlich reinweiBe Krystalle aus, die nach Absaugen, | 
Waschen mit Kisessig, Abpressen zwischen Filtrierpapier und | 
48stiindigem Aufbewahren im Exsiccator bei 142—144° za | 
einer klaren, von feinen Blischen durchsetzten Fiissigkeit | 
schmolzen (schwaches Sintern von 136° an). Analysiert wurden | 
diese Krystalle, deren Menge etwa 3—4 cg betrug, nicht. | 
Dagegen wurde zu ihrer Identifizierung ein Praparat von reiner | 
Acetocholeinsiure anderer Herkunft nochmals aus Hisessig um- | 
krystallisiert und in der gleichen Weise wie die aus Ziegen- 
galle isolierte Substanz behandelt, das Priparat schmolz danach | 
ebenfalls bei 142—144° (bei 136° schwaches Sintern) und auch 
der Mischschmelzpunkt lag bei derselben Tem peratur | 
Die Mutterlauge der aus Ziegengalle gewonnenen Krystalle: 
lieB man freiwillig verdunsten, der Verdunstungsriickstand ent- 
hielt allem Anschein nach u. a. héhere Fettsiure. 

Das Filtrat von der Fallung B gab mit Salzsiure einen Nieder- | 
schlag, der nach lingerem Stehen abgesaugt und gewaschen 
wurde. Weitere Verarbeitung dieses Niederschlages (N) s. unten. | 

Die oben erwihnte Krystallisation K liste sich in verdiinnter 
Natronlauge nicht ganz klar auf, die Lésung lieferte nach Ver- 
diinnen mit Wasser auf Zusatz von Chlorbarium eine gréBter- 
teils aus Bariumcarbonat (dem Carbonat der Natronlauge ent- 
stammend) bestehende Fallung. Nach Abfiltrieren (Filtrat A) 
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und Umsetzen dieser Fallung mit Soda in der bekannten Weise 
gab das Filtrat vom Bariumcarbonat beim Ansiuern eine 
schwache Triibung, die nach mehrtagigem Stehen einen gering- 
figigen Bodensatz, dessen weitere Untersuchung nicht lohnte, 
gebildet hatte. 

Das Filtrat A von der Bariumfallung wurde mit Salzsiure 
angesauert, der entstandene Niederschlag nach 24 Stunden 
abgesaugt, gewaschen und zusammen mit dem vorhin erwahnten 
Niederschlag N in verdiinnter Natronlauge gelést. Die gelblich- 
braun gefarbte, etwas triibe Lésung schiittelte man bei Gegen- 
wart von viel Ather mit Salzsiure, ein Teil blieb dabei un- 
gelist (Fraktion R). Die atherische Lésung wurde zuniachst 
mit 25 ccm n/i0-NaOH behandelt und das von der Lauge 
Aufgenommene nach Verjagen des Athers mit Salzsiure ab- 
geschieden (Fraktion I). Beim zweiten Ausschiitteln (mit 75 ccm 
n/10-NaQH) lieB sich keine Trennung der Schichten erreichen, 
weshalb durch Ansauern und weiteren Atherzusatz zwei Lésungen 
hergestellt wurden, von denen man die Atherische der frei- 
willigen Verdunstung iiberlieB. Den Verdunstungsriickstand 
kochte man mit etwa der 7—8fachen Menge Eisessig 5 Minuten 
lang. Die erkaltete Liésung lieferte eine schneeweise Krystalli- 
sation, die nach Absaugen, Waschen mit Hisessig, Abpressen 
und 3taigigem Aufbewahren im Exsiccator bei 142—144° schmolz 
(schwaches Sintern bei 136°). Eine Probe wurde mit notorisch 
reiner Acetocholeinséure gemischt, sie zeigte danach keine 
Depression des Schmelzpunktes. Bei der Analyse wurden mit 
der Theorie geniigend tibereinstimmende Zahlen erhalten: 


0,1027 g Substanz (5 Tage im Exsiccator aufbewahrt) gaben 0,2582 g 
CO, und 0,0895 g H,0. 


CopHyoO, + CgH,0, Ber. C 68,97°/, H 9,80%, 
Gef. ,, 68,57 ,, 9,75 

Die Mutterlauge des analysierten Kérpers lieferte nach 
dem Verdunsten des Kisessigs einen Riickstand, der mit Petrol- 
ather aufgenommen und auf dem Filter damit ausgewaschen 
wurde, Die petrolitherische Lésung hinterlie8 nach dem Ab- 
dunsten des Petrolathers einen ungefirbten, durchsichtigen 
Rest von schmieriger Beschaffenheit. Eine Schmelzpunkt- 


bestimmung lieB sich deshalb nicht ausfihren und zum Un-. 
1* sete a 
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krystallisieren war die Menge zu gering. Vermutlich enthielt 
der Rest héhere Fettsiuren. 

Auf dem beschriebenen Wege war also mit Sicherheit 
Desoxycholsiure in Form ihrer Eisessigverbindung (Aceto- 
choleinsiure) isoliert worden, man geht aber in der Annahme 
nicht fehl, daB in der Ziegengalle urspriinglich (d. h. nach der 
Verseifung) nicht Desoxycholsiure als solche vorhanden war, 
sondern daB diese Siure — zum mindesten teilweise — in 
Gestalt der zuerst von Wieland und Sorge!) erkannten Kom- 
bination: Choleinsiiure, die auf 8 Molekiile Desoxycholsiure 
1 Molekiil héhere Fettsiure (Palmitin-, Stearin-, event. auch 
Olsiiure) enthiilt, vorlag. 

Fraktion I (S. 99) wurde nach dem Auswaschen und Trocknen 
an der Luft mit der ebenfalls lufttrockenen Fraktion R. (S 99) 
vereinigt und das Gemisch in Alkohol heif gelést. Die anfangs 
triibe Loésung lieB sich durch wiederholtes Absaugen durch 
dasselbe Filter vollstindig kliren, sie war schwach braun ge- 
farbt und schied beim Stehen die bekannten, gut ausgebildeten, 
wasserhellen Tetraeder der Cholsiure aus. Schmelzpunkt der 
bei 120—130° getrockneten Krystalle: 197—198°, Myliussche 
Jodprobe positiv. Die Mutterlauge der Krystallisation hinter- 
lieB nach vollstandigem Abdunsten des Alkohols einen briiunlich 
gefarbten Lack, der noch einzelne Krystalle einschloB. In ver- 
diinntem Ammoniak léste sich dieser Riickstand klar auf, die 


Lésung gab nach weiterem Verdiinnen mit Wasser auf Zusatz | 
von Chlorbarium eine geringfiigige Triibung, enthielt also wohl § 


noch etwas Choleinsiure. 


Uber die Mengenverhiltnisse, in denen Cholsiiure und 
Choleinsiure in der verseiften Ziegengalle vorkommen, lassen | 
sich auf Grund der vorstehenden Untersuchung genaue An- [ 
gaben nicht machen, da die Trennung der Bestandteile mangels | 
einer geeigneten Methode keine quantitative war. Schatzungs- | 


weise handelte es sich um 4°/, Cholsiure und 0,4°/, Choleinsaure 
(auf urspriingliche Galle bezogen), das Verhiltnis der letzteren 


Siure zur ersteren war also etwa 1:10, wahrend es in dem unter: | 


suchten Labmagenkonkrement ungefahr wie 1:15 gefunden wurde. 
1) Diese Zs. Bd. 97, S. 1 (1916). 
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